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緒 口
グ ル タ チ オ ン (N - (N - I- ㍗ - gluta my 卜 L - cysteinyl) glycin e ､
Fig ･1) は晴乳動物をは じめ ､ 植物や 微生 物 を含 む生 物 界 に 広 く 分 布 し て い
(1)
る ｡ こ れ らの 生物 の 多く は 好 気的な 代謝系 を有 し ､ 毒性 の 高 い 酸素分子種 (0占､
H202､ ｡ O H な ど) に さ ら され る頻度 も高 い ｡ しか し､ こ れ ら の 生 物 の 細胞 内
に は ､ 反 応 性 の 高い 活性 酸 素 を効 率よ く不 活性化 ( 代謝) し得る酵素系
(s up e r o xide d is m uta s e､ c atala s e､ glutath io n epe r o xi da s eな ど)
を 有す る 他 ､ 強 力な還 元 剤で あ る還元 型 グ ル タ チ オ ソ (G S日)･ が高濃度 ( -
(2)
10 m M) に 存在 して い る ｡ 細 胞内の G SIiは それ 自身 の 還元 性 ､ お よ び
glutath io n epe r o xida s eな ど の 基質 と なる 事 に よ っ て ､ 酸 化還元 状態を刺
御 (主 に 還 元 状 態の 維持) する と 共 に ､ 細胞内 - 侵入 して く る各種の 親電子 化
合物 ( 異物､ 薬物) お よ び そ れ ら の 代謝物 と抱合 体を 形成する 事に よ っ て 解毒
作用 を有 し て い る
t3)(4)
○
S H
f
官?H2 冒 ?H2冒 官
‾
H O - C - C - C - C - C - N - C - c - N - C - C - O H
H H2 H2 H = =2
G lu ta tb 土o n e
針(A- L - y- Gluta my1- L - cySteiny1)glycin e, y- Glu - Cys - GIy
Fig ･ 1 S tm ctu r e pf glutat h ion e(r edu c ed fo r m)
細 胞 内の G S Hレ ベ ル ほ そ め de n o v o合成 (r - gluta mylcystein e
syntheta s eと glutath阜o n e syntheta s e) と酸化型グ ルタ チ オ ン(G S S G)
の 還 元 ( glutath io n e redu cta s e) に よ り補給 され る
.
一 方､ G SH ､
G S S G と ･し て の 細胞外 へ の 流由i5)や ､ 代謝 割 こ よる分解 ､ 消失に よ っ て ､ 日
内変動 の リ不ム や 一 定範 囲 内の 濃度を保たれ て い るL6)0
グ ル タ チ オ ソ は 単純 な ト リ ペ プ チ ドで ありな が ら ､ そ の 構造上 の 特性 ､ 即 ち
グ ル タ ミ ソ 酸の r 位 の カ ル ポ ン 酸と シ ス テ イ ン の ア ミ ノ基 が ペ プチ ド結合 して
い る (F ig ･ 1) 事から､ 生 体 内 で は 先 ず グ ル タ ミ ン 酸 が r - gluta myl
tr a n sfe r a s e(r - G T)に よ っ て 脱離 するt7)｡ こ の 酵素は G SH の 他､ G S S G
や グ ル タ チ オ ン 抱合体(G S - Ⅹ) を基質とする 事が 知 られ て い るL8)(9)｡ こ の
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事は r - GT 活性 が グ ル
'
3 チ オ ソ(抱 合体 も含め た) 代謝に 重 要 で ある 事を示 し て お
り ､例 えば ､ r - GT 活性 を 遺 伝 的 に 欠 損 して い る と 卜8
0)
､ ま たはiA 地 に お い
て そ の 括性 を 阻 害 し た動 物d
l) 吻 に お い て は著明 な グ ル タ チ オ ン 尿症 が認 め られ
る 事か ら も理 解 で きる ｡ r- GT 活性 は嘱乳動物 に お い て は 腎 で 著 しく 高 い 姻 事
か ら グ ル タ チ オ ン 代謝 に お い て 腎の 寄与が非常 に 大 き い 事 が示 唆さ れ る ｡
しか し､ r - GT活 性 は他 の 臓器 に も 腎よ りも 弱 い な が ら広く分 布する 事が 明 ら
か 忙 な る脚 叫こ 従 っ て , 腎以 外で の 生理 的 役割 が注目 さ れ て きて い るq5)｡ - 方 ､
T - G Tの 酵 素化学 的 性 質に 的 して は ､ 19 52年Ha n e sら
(7)の 発見 後簡 便な測
定 法 の 開発姻 や 精製法 捌 団の 確立 を契機と し広汎に 研 究 され る様 に な っ た ｡ ま
た血 清中 の r - GT 活性 の 上昇 と ､ 肝 胆 道糸疾患や肺疾患
(19 の
､ さ らに 肝 腫 療el)
鋤鍋 と の 関係 が 報告 され る に 至 り臨床的 に も注目 を浴 びる 様に な っ た ｡
グ ル タ チ オ ン お よび そ の抱 合体 の 代謝 に お い て ､ r - GT によ っ て 生 成 した シ
磯テ ィ ニ ル グリ シ ソ ( Cys - G ly) ま たはCys - G ly 体 (Cys - Gly の S置換
体や シ ス チ ニ ル ー ビ ス ー グリ シ ソ を含 む) は ､ さ ら に シ ス テ イ ン (Cys) ま た
は Cys体 (Cysの S置換体や シ ス チ ソ を含む) ､ お よ び グリ シ ソ ( Gly) ケこ加
水分解 され る ｡ こ の 分解を触媒する酵 割 こ関 して は 非特異的 な p eptida s e禦
dip eptida s 卵 ､ a mi
,
n opeptida s e
印鰯
､ ま た そ の 基質 の 構 造か ら
cysteir.･ylglycin a s e
鋤 と 名付 け られ た酵素 が関与する と い う報告 はある
も の の ､ 長 い 間 不 明確 なま ま で あ っ た ｡ (F ig . 2)
(Ⅹ)
G lu G ly
y _ G lu _ Cy去_ GIy _ ー 左 c三…三GIy _ 一 塩 ci
x
;
i
l
Y - G T
F ig ･ 2 Po ssi b le m etabol ic pa t hw ay o f glu ta th ion e
＼
a nd i ts c o nju ga te s
-･ 方､ Ca mpbel l らは既 に 1960年代初め に ､ pepti da s e活性 を測 定する
の に 簡便 で 有用 な 化 合物 で ある glycyl dehyd r ophe nylala nin e(GD PA).杏
命成 し､ そ の 測 定法 の 確 立 と 共 に ､ こ の デ ヒ ド ロ ジ ペ プ チ ド - G D P Aを加 水
分解 する 酵素を d ipeptida s eと し た 鵬
)
o さ らに ､ 1966年 に ブ タ 腎幽 か ら ､
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ま た 1984年に と 卜腎鋤 か ら も こ の d ip epti da s eを精製 した ｡ 最近 カ ル バ ペ ネ
ム 抗生 物質の P- ラ ク タ ム 環 (dehydr od ibepti de 構造を有する) が
Ca mpbel l らに よ っ て 精製さ れ た d ipepti da s eに よ っ て 加 水 分解さ れ る事
が報告 さ れ ､ こ の 酵素をそ の 基質 の 特 異的 な構造 か ら特 に dehydr op eptida s e
- Ⅰ(D H P- I) と 呼 ぶ 様 に な っ た
軸脚 (Fig . 3)o 伽 こも Le u - Le u
鯛 抑
､
A la - Gl卵 幽な どを基 質と し た d ipepti da s eの 研究 も あ り ､ こ れ らの
d ip eptida s e が 同 一 の 酵素で ある か否 か 忙 つ い て はま だ明確 な解答が得 られ
て い な い ｡
0
I.H2”
.
A.乱立?
'
d
C OO H
G Iycyldehydr ophenylaJanin e
(G D P A)
H
イト
N A@ S
- R
CO OH
Carb ape ne m antibiotics
Fig. 3 Substr ate s of dehydr opeptida se - I(D H P- I)
以 上 の 様な報告は ある も の の ､ グ ル タ チ オ ン 代謝に おける第 二 段 階で ある
Cys
- Gly 結合の 加 水 分解を触媒する酵素に つ い て は ど の 様 な性 質を も つ
pepti da s eで あ,り ､ さ らK そ の 活性 の 臓器分布や 臓器 内局在 な ど基 本的な 情
報 が得 ら れて い な い の が 現状 で ある ｡
近年 ､ S R S - A の 一 つ で ある 1e tlkotrie n eD4 が脂肪 酸の Cys
- Gly -.
S
一 置換体 で ある事 か ら ､ Cy s - Gly 結合囲 口水 分解 に 関与する dipeptida s e
は S RS - A の 代謝酵素 と して も関心 が持 たれ鯛 ､ こ-の 事は こ のdipeptida s e
の 生理 的役割の 重要 さ を示 唆す るもの で あ る ｡
以 上 ､ グ ル タ チ オ ソ の トリ ペ プ チ ド情造 を形成する 2 つ の ペ プ チ ド結合･の 開裂 ､
既 ち 2段 階 の 加 水 分解反応 が グ ル タ チ オ ソ 代謝に と っ て 重要 で ある と同 時ケこ ､ 未
解決 の 問 題も 多 い 事 を述 べ た ｡ 特 に 腎以 外の1 - GT の 役割お よ び 2 段階 目 の 反応
を触媒 する酵素の 性 質 を 明 らか に する事は グ ル タ チ オ ソ 代謝 を理 解する 上で 必 要
で あ る ｡ そ こ で 著者 は こ れ ら の 疑問 を解決する た め に 次 の 検討を行 な い 興 味ある
知見を 得た p
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i ) 2 つ の グ ル タ チ オ ン 抱 合体を用 い ､ 腎に お ける 代謝 お よび 腎以 外で の 代謝
を検討 した ｡
2) D H P - Ⅰ を ラ ッ ト の 腎 お よ び肺 か ら精製 し､ その 酵素化学的 性 質 を 明 ら
か に す る と共 に ､ Cy s - G ly 結合 の 加 水 分解 に 閑 与する 可能性 に つ い て 検討
した ｡
3) グ ル タ チ オ ン 代謝関連酵素 の 動物種差 ､ 性 差ま た 臓器 分布 に つ い て 検討 し
た ｡
4) D H P- Ⅰ の 腎に お ける局在 を明 ら か に すると 共 に ､ グ ル タ チ オ ン お よ び
そ の 抱合体 の 代謝 に お ける D H P- Ⅰ の 寄与 に つ い て ､ 単離 留細 胞 な どを用
い て 詳細に 検討 した ｡
- 6 -
第 一 編 ､ グ ル タ チ オ ン 抱合体の 代謝
最近 の 薬物代謝研究 の 発展 に伴 い ､ 薬物を含む生 体異 物の 解毒排淑機構 の 一
つ で ある グ ル タ チ オ ン 抱 合 の 役割 が再 認識 され つ つ ある o 主 に 肝ケこお い て 生 成
され た グ ル タ チ オ ン抱 合 体 (G S- Ⅹ) は胆 汁ま た は血液中に 放出さ れ
(39)(40)
胆 汁中に 出 たもの は 小 腸鮭 で ､ 血液 中 に-出た も の は 腎で 糸球体慮過 され た後尿
細管鰹 で ､ r - GT を初 発酵 素と する代 謝系軒こ よ り シ ス テ イ ニ ル グリ シ ソ 体
( Cys∝) - G ly) を経て シ ス テ イ ソ 体( Cys - X)に 加 水分解さ れ る ｡ さら に 生 成
した Cys - Ⅹ は小 腸 壁 や 尿 細 管壁 か ら再 吸 収さ れ肝 また は 腎で N - a c etyl-
tr a n sfe r a s e･ (N A Ta s弓)_に よ り ､ N
- 了 セ チ ル シ ス テ イ ソ 体(N - Ac - Cys
- Ⅹ)､
即 ち メ ル カ プ ツ ル 酸 と な㌔1ミ主 に 尿 中に排滑 さ れる と 考 え られ る (42)(Fig. 1 - 1)｡
,
- GT は 腎以 外の 臓器 に も存在する事 が知 られ て い るカf
13)(14)
,
こ れま で 腎
以外 の 臓器中の r - GT のグ ル タ チ オ ン 抱合 体代謝 - の 関 与に つ い て は充分明 ら
か に さ れて い な い ｡ そ の 理 由と して ､ , - GT 活性 が 腎で 著 しく高f13～腎に つ い
て の み そ の 機能が検討 さ れ た事や Fig. 1
- 1 に示 す様 に 腎およ び 小腸 の r - GT
の 関 与で グ ル タ チ オ ン 抱合体 の 代謝 が説明 し得 た事に よ.る ｡
著者は 血 液中に 放出さ れ た グ ル タ チ オ ソ 抱合体 の 代謝に 関して 腎の 役割を再
検討 した ｡ 先ず取扱 い の.容易な グ ル タ チ オ ソ 抱 合体と して ､ pa r a c eta m olお
よび N - ethylm aleim i de と の 抱合体を作製 した ｡ そ して ､ pa r a c eta m ol
- s - glu tath io n e抱 合体 (P
- S - G) を用 い て 主 に 腎に おけ る代謝 を単
離 腎細胞 お よび 腎濯溌 実験 を中心 に 検討 した ｡ ま た N - ethylm aleide
- S -
glutath io n e抱合 体 (N E M
- - S - G) を用い て ､ 腎以外 で の 代謝 をiR Vi_三月
お よ び組織濯流実験 を 中心 に 検討 した ｡
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第 一 章 グ ル タ チ オ ン 抱合体の 腎にお ける代謝
(P ara c eta m ol- S- glutathio n e抱合体を用い て)
1 - 1 - 1 単離腎細胞 に よ る代 謝
〔材料お よ び 方法〕
1. 動物お よ び試薬
Sp r ag
･
u e
- D a wley(SD) 系雄性 ラ ッ ト ､ 体重 200- 2508の もの を用 い た o
動 物 に は 実験に 供す る ま で 水 お よ び市販 の 固形試料 ( 船橋農場) を自由 に 与 え
(43)
た ｡ P - S - G (F ig. 1
- 2)はJol lo w ら の 論文 に 記 さ れて い る示 唆に 基 づ い て
合成 し た (Fig. ト 3) 0
H N C O C H3
Y- Glu
＼ミ
G
C
[y
s - s
7
Fig . 1 - 2 S tr uctu r e of par a cetam o1 - S -
glu tat h io n e(P - S - G)
＋
即 ち ､ 5m M pa r a c eta m ol, 2 m M G SH , 1 m M N A D P, 25mM glu c o s e
- 6 - ph o spha te, 与m M MgC12 卜 143 m M a c eto n e, 1 IU/ml gluc o s e- 6 -
- pho spha t e dehydr ogen a s e, さ らに ､ phe n oba rb italで チトク ロ
ー ム P - 4 5 0
を誘導化
L
(80m9
L
Ag, i . p . , 4 日間)したラ ッ ト肝の ミク ロ ソ - ム(f in al c on e .
5 Hy/mB) を100 m M Tris - H Cl綬衝液 (pH7･ 4)60nC中に 混 合し ､ 37 ℃ ､
60分間反応さ せ た ｡ 過塩 素酸 を加 え (f in al c o n c 0.
1
25 N)､ 反応 を停止 し
た 後 ､ IN NaOH の 添 加 に よ り反応液の pHを3. 0ま で 上 昇させ た o 遠心 分離
に よ る 除蛋白後 ､ 上清 か ら未反応 の p a r a c et･a m ol を酢酸 エ チ ル エ ス テ ル を 用
い て 抽出除去 し ､ 水層 に 残 っ た P - S - Gを H P LC (カ ヲ ム ､ Y MC - A - 31 2
(ODS);移動相 ､ 0.1%CH,CO OH:CH,OH - 4 :1;T吸光度 ､ 2 1 0n m ; 流速 , 1. 2 肌e
/ m うn) で 精製 した ｡ a nthglu tin
(4心
は湊 貞正 博士 ( 三共(秩) ) よ り譲受し
た ｡ ま た Col lage n a s e(G r ade Ⅱ) は Bo e rin ge r M a n,nheim G mbR (F
RG)か ら購入 し ､ そ の 他 の 試薬 は全て 特級 を用 い た ｡
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F ig . 1 - 3 Pr epa r at io n of pa r a c eta m o1
- S - glutathio n e c onj u gate
(P - S - G)
↓
工n c ubaヒ土orl a t 37o C 王o r 1 ho u r
J
Depr ote niz at io n wi th P C A & A dju stm e nt pH to 3 . 0 w ith Na O H
↓
Et hyl a c eta te e xヒr a ct 土o n
｡｡ n = {EAtq
h
u
y
e三uasc epE
a
a
t
s
e
e
■
,
pha s e
ー1
f] P L C
↓
pr odu ct
Dis c ard
2.･ 単離 腎細胞 の 調製と反 応条件
単離 腎細胞は J o n e s ら の 方法
(4頚
に 従 っ て 調製 した ｡ 即 ち ジ ュ チ ル エ ー テ ル
麻酔下 ､ へ パ リ ソ を前投与 した ラ ッ ト を開腹 し ､ 腎動脈下 部の 腹 大動脈 ､ 腹腔
動脈 およ び上 腸 間 膜動 脈 を 結 紫 し た o そ の 後 直 ち に 腎動脈上 部の 腹大動脈 に
金 属 カ ニ ュ - レ (〆 2 n n) を挿 入 した ｡ 腎静脈 を切 断 し た後 ､ 両 腎を取 り出 し､
Fig. 1
-
4 の 濯流装置をこ セ,ツ 卜 し た ｡ 初め に ､
25m M Hep e s､ 0.5m M EGT A､
お よ び 0. 1% の 牛血 清ア ル プ ミ ソ (BSA) ･-を含むHa nks 緩衝液(M ed iu m A)
で 5 分間 准流 した ｡ 次に ､ 25m M Hep e s, 5m M C aCl2 ､ 0. 1%Collage n a s e
お よ び 0. 1 % BSA を含 むH a nks 綬衝液 (M ed iu m B) で 15 分 間潅流 し た ｡
確 流後 ､ 腎を シ ャ ー レ に 取 り､ 細胞を 充分分散 させ ､ ､ ナイ ロ ン メ ッ シ ュ を
通 した後 ､ 25m M 日ep e sを含 む K r ebs - H e n s eleit 緩衝液(Kr ebs
- H epe s
綴衝液) で 洗浄 (細胞 の 自然落下) し た も の を用 い た ｡ 紳胞 の V iab i l ity は
85 % 以 上の も の を用 い ､ V iabilityの 測 定 (N A D H の細胞 膜透 過性 試験) は
M ｡Id｡ u
(!6)らの 方 法に 従 っ て 行 っ た ｡
- 1 0 -
単離 腎細 胞と の 反 応 は 回転 す る丸 底 フ ラ ス コ 中､ 95 %02 ＋ 5 %C O2 通 気
下 ､ 3 7
o
C で行 っ た o 反 応液 は 60iLM P- S - G , 2 × 10
8
c ells /mBの 単離 腎
細胞を K r ebs - H epe s 緩衝液 中 に 混 在さ せ ､ 必 要 に 応 じて a nthglu tin を
加 え た ｡
3. 分 析 方 法
P - S - G お よび その 代謝 物､ 即 ちp a r a c eta m oト S - cy st ein e 体 (P -
S - Cys)お よび pa r a c eta m ol - S - ･cy st einylglycin e 体 (P
- S
- cy s - Gly) は逆相系の H P LC で 定 量 した｡ そ の 測定 条件は YM C - A - 312
(O D S)(山村化研) の カ ラ ム を用 い ､ 移動相と し て CH 3 0H:H 2 0:
c H3C OO H- 20 : 80: 0･ 5 (
V
/
v
) ､ 流速は 1･ 2mC/mBと し ､ 210 n mの 吸 光度
を モ ニ タ - した ｡
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〔 実 験 結 果 〕
ラ ッ ト 単離腎細 胞の V iab i l ity に 対し て ､ r - G T の特異的阻 害剤で ある
a nthglu tin の 影響 を Fig･ 1
- 5 に 示 し た ｡ 1m M か ら10m M ま で の a nth -
glu tin 濃度 で は 30 分間 の 反応 中, 細胞の V iabi l ity に 何 ら影響 しな か っ た o
こ の 結果 ､ a nthglu tin が 細胞 に対 し て 毒性 が低 い 審が分 っ た｡ a nth glutin
は K i値 が 5. 6 〟 M の親和性 の 高 い r - GT 阻害 剤で あ り､ 以後単離腎細胞実験
に お ける 阻害剤 と して の a nthglu tin 濃度は 1 m M と した ｡
10
”
;宍
)
音50
l - ■■
● ■■ l ●l ■■
+⊃
rd
S
4 tbq qq q
ヽ
ヽ
. 也 h . h A 盛蒜姦
×
欝 品竜
Anthg7utjnconc.
I c> - - 40 : 1mM
A - I - -A : 5mM
x - x :10mM
o 30
′
60
ノ
90
′
JncubatJ
'
ontime(m舌n.)
Fig ･ l - 5 Ef fe ct of a nt hglut in on the viab i lity of
r a t r e nal cells
次に 単離 腎細胞に よ る P - S - G 代謝 と こ の 代謝反応 に 対する a nthglutin の
影 響 を Fig. 1 - 6 に示 し た .二Fig.1 - 6a に 示す様に 単 離腎細胞 とイ ソ キ ュ ベ
- 卜
す る事かこ よ っ て 反応液 中 の P - S - G は急速かこ消失 した . こ の 消失に 伴 っ て P - S
- Cy s
- 13 -
の 前 駆 体 で ある P - S-Cys
- Gly が急速 に 生 成 され､反応開 始後 2 分で 最 大濃度
を示 し ､ そ の 後除 々 に 消失 し た oさ らかこ P
- S - Cy s - G ly の 消失 に 対応 して P
- S- Cy s
の 生成 が顕 著と な り､ 反応開 始 後 30分 で ほ ぼ完全 に P
- S - G はP - S - C ysに
'
代 謝 さ れ た ｡ 次 に F享g. 1 - 6a で 用 い た細 胞 を K r ebs - H epe s 綬衝液 で 充分洗
浄 した 後､ a n thgln tin ､ 1 m M を添加 し ､同 様な 実験 を 行 っ た結果 を Fig･ 1
-
6 b に 示 し た｡ r - GT 活性 を阻 害す る こ と に よ っ て P - S - G の 消失は 強く 抑制
され ､ P - S - Cy s の 生 成 も 抑制さ れ た ｡ ま た 代謝 中 間体 で あ る P - S - Cys -
G ly は反 応液中 に 検 出さ れ なか っ た ｡ さ ら に 再 び細 胞 をK r ebs - H epe s 緩衝
液で 充分 洗浄 する 事 に よ っ て ､ a nthglu tin を除去 した後 同様 に イ ソ キ ュ ベ
-
卜 す ると (F ig. 1 - 6c)､ F ig･ 1
- 6a の 反 応 プ ロ フ ィ ー ル 再 現 さ れ た ｡ こ れ
ら の 結果 か ら単離 腎細胞 に よる P - S - G の 代謝 は r - G T活性 を阻 害 (a nth -
glu tin 添加)す る事 に よ っ て 抑制さ れ る 事 ､ およ び a nthglu tin に よる阻害 が
細胞 の 洗浄に よ り完全 に 除 去 しう る 可逆 的 な も の で あ る 事が 明 ら か と な っ た .
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Fig .1 - 6 Effe ct of a nthglutin o n t he m etabo lis m of P - S - G by
r at r e n al c el ls
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1 - 1 - 2 摘出 腎濃耽 で の 代謝
〔 材料 お よ び方 法〕
1. 動物お よ び試 薬
1 - 1 - 1 に 述 べ た ｡
2. 摘 出 腎 濠 流
o r m stad らの
(4n
方法に 準 じて 行 っ た ｡ 即 ち ジ エ チ ル エ - テ ル 麻酔下 ､ へ パ
リ ソ を 前投 与 した ラ ッ ト を 開腹 し ､ 尿管に ポ リ エ チ レ ソ チ ュ ー ブ (〆o. 5n 耽)
を挿入 した ｡ そ の 後 ､ 単離 腎細胞 を調製する 場 合と 全 く 同様 な 操 作 に よ り ､
F ig.1
- 2 の 源 涜装置に セ ッ ト し た ｡ 腎港流 は K r ebs - Hepe s 緩衝液 で 行 な
い ､ P - S - G の基質濃度 は 25〟 M と した ｡ 潅流開始後 22 分に ､ anthglutin
を 1 m M になる様に潜流液に添加 し た ｡ 実験 中湾流液 に は 常に 9 5%02＋ 5%C O2
ガ ス を通 気 し ､ ま た液温は 37℃ に 保 っ た ｡ 流量は 1 m H20圧 に なる様 に 回転ポ
ソ プ を制御 した (Fig . 1 - 2)0
3. 分 析 方 法
1 - 1 - 1 に述べ た ｡
〔実 験 結 果〕
ラ ッ ト摘 出腎濯流 で の P - S - G代謝 と ､ こ の 代謝反 応 に対する a
L
nlhglulin
の 影響を F ig.117 に示 した . 濯流液 中の P - S - G濃度は潅流開始直後か ら除
々 むこ減少 し ､ そ れ に 伴 っ て P - S - Cy s - Gly お よ び P - S - Cy s が ゆ っ く り現
わ れ始 めた ｡ 一 方尿 中 へ ぼ潜流開始後2 - 3 分後 P - S - Cys が急速中こ排推さ
れ始 め ､ そ の 排推量 ( 尿中濃度) は 直線的中こ増加 した ｡ 22分後 潜 流 液中 に
a nt hglutin竜:1m M 旺な る様 に 添加 する と ､ 濠流液 中 の P - S -
J
G の 代謝( 濃度の
低下) は止 ま り
一
一 定 の 漉 度を保 っ た ｡ しか し ､ P - S - Cy s の 生成 は ほと ん ど
抑制さ れ なか っ た ｡ 一 方尿 中 で の 変化 は a nthglu tin添加後若干遅 れて ､ 急激
な p - s - cys の 排雅 量 の 低下と ､それ ま で 全く検出 され な か っ た P - S - G が
わ ずか な が ら排他 され 始めキ｡ こ れ ら の 結果か ら in viv o の 腎に 最も近 い iB▼■ - ■ ■■■ ■■■■■ ●■■ - ■
vitr o モ デ ル で ある 摘出腎渡流 に お い て も P - S - Gの 代謝 に r - GT が 重要 な
役割を果 して い る事 が 明 らか と な っ た ｡
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○王
1 - 1 - 3 小 括
P a r a c et a m oト S- glut a th io n e抱合体 (P - S - G )を用 い , ラ ッ ト 腎に
おけ る代謝を検討し た結果 ､ 以 下 の 事が 明 らか に な っ た ｡ 即ち
1. 単離 腎細胞 と P - S - G を反応 させ た と こ ろ ､ GSH体 - Cys - G ly体 一 Cys
体と い っ た代謝系が観察 さ れ た ｡
2. こ の 一 連 の 反 応は r - G
r
r の阻 害剤で ある a nthglu tin に よ っ て 有意 に
抑制 さ れ ､ そ の 阻害効果 は 可逆的で あ っ た ｡ また ､ a nthglu tinの 細胞毒性
は低 か っ た ｡
3. 摘出腎湾流実験に お い て も ､ Cys - Gly 体お よ び Cys体の生 成が港流液 中
で 見 ら れ た ｡ ま た ､ 尿 中に は Cys 体 の み が観察さ れ た ｡
4. さ ら に ､ こ の 実験 系 に a nthglu tin を添加 する こ と に よ り ､ 濯流液中の
P - S - Gの 代謝抑 制と尿 中 へ の P - S - G - グ ル タ チオ ン拘合体の 排港 が観察さ
れ た ｡ こ の 結果 は a nthglu tin が濯 流腎に おい て もr - G T阻害効果 を示 し う
る 事 ､ そ し て , glu ta th io n e抱合体の 腎で の 代謝 に r - GTが 重要 な役割を
果 して い る事 を示 して い る ｡
- 17 -
第二章 グル タチ オ ン抱合体 の 腎以外 で の代謝(N -
et hylm aleim i de
一 如 ut ath io n e
抱合体を用 い て )
1 - 2 - 1 両 腎摘出 ラ ッ ト に お ける代謝
〔材 料 お よび方法〕
1. 動物 およ び試薬
動物種 ､ 性 お よ び飼 育 条件 に つ い て は 1 - 1 - 1 で述 べ た ｡ 但 し体 重は 200
-
3OO9 の も の を用 い た Q 両 腎摘出 ラ ッ ト は以下 の 方法 で作製 した . 即 ち､
ジ ュ チ ル エ
ー テ ル 麻酔 した ラ ッ ト の 左 右両 背部 を約 1 c m切 開 し ､ そ の 部分 より
腎を露 出 した ｡ 腎 - の 血 管 (動 脈 ､ 静脈 ) お よ び尿管 をまと め て 結 索後 ､ 両 腎
を切 除 し､ 切 開部 を縫合 した o 実験は 縫合後 1 時蘭以 内 忙 開始 した Q 胆管 カ ニ
ュ
- レ を し た ラ ッ ト ほ以 下 の方法 で作 製 した ｡ 即 ち ､ ジ ュ チ ル エ ー テ ル 蘇酔 し
た ラ ッ トの 腹部(中央部) を約 1 cn切 開 し ､ 十 二 指腸開 口 部 よ りや や 肝 に近 い
胆 管 に肝 方向 に ポリ エ チ レ ソ チ ュ ー ブ(〆 o. 5 抑 ) を挿入 した . チ ュ ー ブ は切
開部よ り外部 に導 き ､ 切 開 部 を縫 合 し実験 に 供 した ｡ 投 与 は尾静脈 よ り行 い ､
投与量 は 4. 14m9/kgと した o
1 4
N - e thyl〔2, 3 -
1 4
c_〕 m alei mide
- S - glu ta th ion e 抱合 体( C
- N E M- S - G, Fig･ 1
- 8) はH age nfeldtら の 論文
(48)
に 記 さ れ て い る
甘sゼN - C H2C H3′
F ig . 1
- 8 S tr u ctu r e of N - et hylm aleimide -
s - glu ta thio n e(N E W
- S - G)
示 唆 に 従 っ て 合 成 した(Fig.1
- 9). 即 ち ､ 放 射活性 及 び非標識 の N -
e thyrm alei mi de(N E山)､ 9. 1 6打臥250 FL Ciの ペ ソ タ ソ 溶液と 25m9 の還元塾
グ ル タ チ オ ソ (G SH) を含 む50 % エ タ ノ ー ル を混 合 し ､ 100
o
C 付近 で約1分
間 加 熱 した ｡ こ の 混液 を乾 親 した後 3 meの 水 再 溶解 し､ こ れ をSephade x LI
- 20 のゲ ル 漉過カ ラ ム に か けた ｡ 精製 さ れ た 合成品 の 比 放射能 は 7. 91 FLCj/呼
で あ っ た ｡ 代謝物 の 一 つ で ある N - ethylm aleim i de - S - cy stein e(N E M
- 18 -
- S - Cy s)の標 品 はIJ=述 の 合 成 法に お い て ､ G SH の 代わ り に cy s tein e を
開 い る 他 は 同様 な方法 で 合 成 した ｡ (F ig.1 - 9)0
F ig ･1
- 9 Pr epa r at io n of N- et hylmaleimi de - S - glu tat h ion e conjugate
(N E M- S - G) o r N - et hylm aleimi de - S - cysteine c onjugate(NEM -
S - Cys)
〔
Glutah ヒ土on e o r Cysヒe土n e
N - E t hylm aleimi de
↓
Be at in g at l O O
O
c for 1 min
Co
↓
n C e n亡r aヒ土o n
↓
Gel f i l tr at io n wi t h Sephade x L B- 2 0
pr .
i
du ct
ま た ､ 同様 に 代謝物 の - つ で ある N - ethylm 司1ei m ide - S - cystein yl
g lycin e(N E M- S - Cys - Gly)は 以 下の 方法 で 合成 しキ(F ig.1 - 10)｡ 即ち､
cystin yl
- b is - glycin e, 0. 1 rr m ole と dith iothr eitol,0. 7 5m m ole
を 10 meの 水 に 溶解 し､ 1 時 間電温 で 反応 さ せた o こ の 混 液に 2 m m ole の
N E Mを添加 し , さ らに 1 時間室温 で 反 応 させ た . 生成 した N E M- S - Cys - Gl主7
を Lobe r Co lu m n(E. M e rk, F RG)に 負荷 し , 移動相 と して ､ CH8 0H :
H之 0 : CH3 COO H - 10 : 90: 0･ 1(V/v) を用 い 精製 し たo
Fig ･ ト 1 0 Pr epa r at io n of N - ethylm aleimide - S - cysteinylglytin e
c o njugate(N E M- S - Cys - Gly)
〔
Cyst iny1- b is - glycin e
Di t h io亡hr e土tol
↓
In c ubatio n at r o o mte mpe r atu r e fo r 1 ho u r
A｡よt io n of N - ethylmaleimi de
･↓
工n c ubat 土o n at r o o mte mpe r atu r e fo r 1 ho u r
↓
Colu m n chr o m atog
.
r apby (Lobe r c 〔)11ユm n)
pr.
i
du ｡t
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以 上 3 穐 の 合 成品 の 化 学構造 は Fa s 卜 a to m
- bo ロba rd m e nt M a s s Sp e c
t r o rn et ry(F A B- M a s s)分 析 に よ り確 認 し､ 各 々 の ( M ＋ H)
＋
は ､ ス ペ
ク ト ル よ り N E M- S - G が 433(Fig.1
- ll) ､ N E M- S - Cy s - Gly が 3 04
(Fig. 卜 12)､ さ らに N E M
- S - Cy s が 246( F ig･ ト 1 3) の 値 を 得 ､ 同定
した ｡
2. 分 析 方 法
血 液中 の N E M- S - G お よ び その 代謝 物 の 同定 は エ タ ノ ー ル ( 終 濃度80% )
で 除 蛋 白後 ､ T LC(シ リ カ ゲ ル ) で行 っ た o 展開溶媒 と して CH3(CH 2)2 0 H
:CH 3 C O OIi: H 20 - 4 : 1 : 1 の混 液 を 用 い たo ま た ､ そ の定量 は T LC 展
開後 ､ Ⅹ線 フ イ ル ム に 露 出 し ､ 放射能の 展 開位 置 を確認 し､ 対応 する T LC 板
上 の シ リ カ ゲ ル を直接 か き取 り ､ 放射能量 を測定 し行 っ た ｡ 放射能量 の 測定 に
は Tr ト Ca rb 46 0c(Pa ck a rd, US A) 液体シ ソ チ レ - シ ョ ソ カ ウ ソ タ - 杏
用 い た ｡
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〔実験結果〕
1 4
両 腎摘出 ラ ッ ト お よ び無処置 ラ ッ ト に C
- N E M- S - G を静 注投与後 の血
液中 の放射能漉 度と投 与原体お よ び代謝物の 割合 を Table l
- 1 に 示 した ｡ 放
1 4
射能濃度並 びに そ れ に 対 す る未変化 の C
- N E M- S - G の割 合は 両 腎摘 出 ラ
1 4
ッ ト で は無処 理 ラ ッ ト に 比 べ有意 に高 か っ た ｡ し か し ､ C - N E M- S - Cy s
は無処 置 ラ ッ トば か り で なく ､ 両 腎摘出 ラ ッ ト の 血 液中 に も観 察 さ れ ､ そ の 割
合は 投与後 10 分 で ､ 血 液中 放射能 の 約 40% に 達 し た ｡ 特 に デ
ー タ に は示 し て
い な い が ､ 胆 汁中 に 排滑 さ れ る放 射能 量 は極 め て 少 なく (投 与後 部 分 で ､ 1 %
1 4
以 下 )､ ま た両 腎は 摘出 さ れ て い る事 か ら考 え る と ､ 血 液中 に 見 ら れる C -
N E M- S - C y sは 腎や小 腸 で 代謝 され再 吸収 さ れ た もの と は考 え られ な い ｡
1 4 1 4
故 に ､ これ らの 結果 は C - N E M- S - G から C - N E M- S - Cy s へ の 変換
が腎や小 腸腔 以外 で も充分 お こ る可能性 を示 唆 し て い る n
Table 1 -1 comparI
I
son ofB]ood Con ce ntrationsofTotal RadL
'
oac t
'
viO, and Metabo[ite sbetw ee nNeph-
r
-
ectomizedand Nor m al RatsafterIntrav e n o usA dmL
'
n L
'
strat
'
o n of1 4C-N EM-S- G
Blo odc o n c n. Co n c e ntr atio n r atio ofm etabolit e(% )
Tirn e (FLg/ml) 1 4C- N E M- S- G 14C- NE M- S- Cys- Gly 14C - NEM- S- Cys
N or m al
lO汎in
うOI nin
Nephr e ctomiz ed
l O min
う0 皿in
2.55 20.2
130 13.2 .
5 3 7 50.0
2.9う う7.ち
N .D . う7.8
N.D . うぅ.ラ
N.D . 40.4
N.D . 47.5
1 - 2 - 2 両 腎摘 出 ラ ッ トに お ける in situ 肝 一 肺濯 流 ､
肝 准流 に よる代謝
〔材料 およ び方法〕
I. 動物 およ び試薬
1 - 2
1
1 1 で 述 べ た o
2. in sit･u 肝 一 肺潅流
お よ び摘出
両 腎摘出 ラ ッ トを ジ ュ チ ル エ ー テ ル 麻酔下 ､ 開腹 し､ 直 ちに 門脈 また は 下大
1 4
静脈(上 部) 内- C - N E M- S - G を4. 14 mg/kg投 与 した ｡ 門脈 内に 投与 し
た もの ほ肝 → 下 大静脈 - 心 - 肺 一 心 - 頚動脈 へ ､ また下 大 静脈内 に 投与 した も
の ほ肝 を除く 同様な経 路 を経 る もの と し ､ 余分 な体循環 を最 小限 に 止 め る 目的
で , 投 与後 15秒間 の 血液 を頚動脈 よ り採取 した ｡
- 24 -
3. 摘出肝 濯流
ジ ュ チ ル エ - テ ル 麻酔 下 ､ ヘ パ リ ン を前投与 した ラ ッ トを開腹 し､ 直 ちに 金
属カ ニ ュ - レ (〆2 n 仇) を挿入 した o 肝静脈を切断 した後 ､ 肝 を取 り出 し､F ig.
1 - 2 の 催流装置 に セ ッ ト し ､ 濯流 を開始 した . 濯流液 は Kr ebs - Hep e s 緩
1 4
衝液 ( 1 - 1 - 1 参照 )に C - N E M- S - G ､ 1･ 6 7m9/ mBとglycylglycin e,
10 m M (r - GT によ る ア ミ ノ 基転移反応 の 受容体 と して ) を加 えた も の を 用
い た ｡ 実験 中准流液 に は常 に 95 % 02 ＋ 5 %C O2 ガ ス を通気
}'
L, 液温 は 37 ℃
に保 っ た o また流量 は 20cwLH 2 0EEに なる 様に 回 転ポ ソ プ を制御 した(F ig. 卜
2)｡ 濯流 は全て 単 回 濯流 と し, 流出 液を経時的 に採取 し た.
3. 分 析 方 法
1 - 2 - 1 に 述 べ た ｡ 但 し､ T LC の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム は D
'
tin n s ch icht
Sc a n n e rⅡ(B e rth ol d, F R G)を用 い て 得た ｡
〔実験結果 〕
1 4
両 腎摘出 ラ ッ ト に お ける C - N E M- S - G の in situ 肝 一 肺単回聴洗 お
よ び肺単回 濯流時の 血 液 中代謝物 の プ ロ フ ィ ル を T LC オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム に
1 4
よ り表現 し､ F ig.1 - 14 に 示 した ｡ 門脈 内 (B) に 投与した C - N E M- S
- G は肝 → 心 → 肺 を経由 す る過程 で N E M- S - Cy s に 変換 さ れた . 一 方､ 下 大
静脈内 (A) に投与 し た場 合 は心 → 肺の みを経 由する が ､ こ の過程 で はN E M-
S - Cy s を全く生 成 しな か っ た ｡ こ の結果 ､ NE M - S - G の 代謝 が肝 で行 なわ
れ る可 能性 が示 唆 さ れ た ｡
そ こ で ､ こ の事実 を確 か め る ため に 摘出肝濯流 に よ り
1 4
c - N E M - S - G の
1 4
代謝 を検討 した ｡ C - N E M- S - G を含む潅流液 を門脈 よ り流 入 し ､ 肝 を 一
回 通 過 した流 出液を 2分 庵 に 10 分ま で 集 め , そ の 中の代謝物 の割合をTable
1 4 1 4
1 - 2 に示 した o 金 時点 の 流出液中に C - N E M - S - Cy s - Glyと C -
N E M- S - C y sが検出 さ れ ､ そ の割合 ほ ほぼ 一 定 ( 濯流液 中の 鹿放 射 能量 に
1 4
対 し 4 - 7 %と 3 - 4 % ) で あ っ た ｡ こ の結果 か ら ､ 血 液中に 存在する C -
NE M - S - G の 代謝に 肝が 関与 して い る事が 明 ら かと な っ た ｡
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'
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Collectiontim e Metabolit es(%oftotalradioactivity)〃ノ
(min) 1 4C -NE M- S- Cys- Gly 1 4C NE M･ S- Cys
O - 1
ラ - 4
6 - 7
9 - 10
5.う±2B
6.8±7.1
7.う±7.ラ
4.う±0.9
3.5±1.6
ら.2±0.9
4.7±う.0
ら.1 ±1.0
a)Mean ± S.D .
14 1 4
1
- 2 - 3 諸 臓器･の′T
- G T活性 お よ び C - N E M - S - G か ら C -
N EM - S - C y s ↑ の 変換活性 ( in vitr o)
〔材料 およ び方法〕
1. 動物 ､ 試 薬 お よ び試料 の 調製
動 物 およ び試 薬 に 関 して は 1 - 2 - 1 で 述 べ た ｡ 活性 測定 用 の 各 臓器 の 組織
試料 は次の 方法 で 調 製 した ｡ 即 ち ､ 各臓器 摘出後 50 m M Tris - HCl 緩 衝 液
( pH7.4)を用 い ､ 直 ちに グ ラ ス - テ フ ロ ソ ホ モ ジ ナ イ ザ - で 2 5% ホ モ ジ
ネ - 卜 した ｡ こ れ を 9000× 9､ 20 分間遠 JLh分離 し ､ そ の 上清 を組織試料 と し た o
以 上 の操作 は全て 水 冷下 で行 っ た ｡
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2. 活性 測定
r
- G T 悟性 の 測 定 は T G T P カ ラー テ ス ト ｢三 共+ (三 共㈱ ､ 基質 : T -
gltlta my 卜 p
- dim ethyla min o a ni li de)測定 キ ッ トを伺 い て 測 定 した ｡
1 4 14
C - N E M- S - G か ら C - N E M- S - Cy s - の変換活性 (変換速度) は
次の 様 に 測定 した ｡ 即 ち ､ 反応 液 の 組成 は ､
14
c - N E M- S I G O. 05 訊ダ/ mA,
各 臓器 の 組織試料( r - G T 活性 と して 0. 25 - 0. 5 u nit を含む様に 希釈 ､ 但
し組織濃 度と して 2 % を越 えな い 範 囲 で.) ､ さ らに
107TIM NaKl) ソ 酸緩衝液
( pH 7.4 ) と した ｡ 反 応 は組織試料添加 と共 に 開始 し ､ 37
o
C で イ ソ キ ュ ベ -
卜 した ｡ 一 定時間後 3 倍 量 の エ タ ノ ー ル を反応液に 添加 する事 に よ り反 応 を停
止 した ｡ 遠心 に よる除蛋白後 ､ 上清 を T LCに ス ポ ッ ト した o 同定 ､ 定量 に 関
し て は 1 - 2 - 1 で 述 べ た ｡
〔実験 結果〕
in .vitr o に お ける 各臓器 の組織試料 に よる
1 4
c - N E M- S - G か ら
14
c -
N EM - S - Cy s - の 変換 速度と そ れら組織試料 のr - GT活 性を臓器 当りの 値 と
1 4 1 4
し て ､ Table l - 3 に/示 し た ｡ C - N E M- S - G か ら C - N E M- S - Cy s
へ の 変換 活性 ( 変換速度)は 腎や 揮で極 め て高 い もの の 肝 を含 む他の 臓器 で も
観 察 さ れ た . しか し血 紫中 で は全く観 察 さ れ なか っ た ｡ 一 方 r- GT 活性 の臓器
分布 は , こ の 変換活性 と非常 に よく 一 致 した . 以 上 の in vitr o の 結果ほ ､
1 4 1 4
iB ヱ止旦 や 濯流 実験 で 肝 に お い て C - N E M- S - Gから C - N E M- S -
Cy s - の 代謝が さ れた 事 実を支持 する も のと考 え ら れ る｡
Ta ble 1 - 3 y - G T a ctivity a nd t he c o n v e r sio n r ate f r o m
1 4
c - N E M- S - Cys
- GIy to
1 4
c - N E M- S - Cystin v a rio u s o rga n s
Orga n
y - G T a ct iv i ty Co v e r sio n r ate
(u ni t/g tis s u e) (um ole/g tis s u e/1 5 m土n)
K idn ey
Pa n c r ea s
Sm al l
lnte st土n e
Lu ng
Sple e n
L土v e r
pla s m a
4 8 0. 0
1 0 1. 5
2 . 29
0 . 4 8 2
0 . 2 61
0 . 16 0
3 6 9. 1
6 1. 1
0 . 6 29
0 . 321
0 . 17 3
0 . 05 8
N . D . N . D .
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14
1 - 2 - 4 C - N EM - S - G の代謝 に 対 する血 奨 の 影響
〔材 料 お よ び方法〕
1. 動物 ､ 試 薬 お よ び試料 の 調 製
動物 お よ び試薬 に 関 して は 1 - 2 - 1 で 述 べ た o 血 衆 は ヘ パ リ ン 処 理 した チ
ュ
ー ブ に血 液 を採 り､ 通 常の 遠心 分離法( 3000rpm, lo浄)に よ り得 た o 除蛋
白血 祭 は血 凍 をC e ntri f lo m e mb r a n e c o n e(A mic o n, U SA) に よ り
嘘過(遠心 櫨過) し , そ の 場液を試 料 と し た ｡
1 4
2. in vitr o C - N E M- S - G代謝 に 対する血 凍 成分 の 影響
】4
反応 液の 組成 は C - NE M - S - G, 0. 05 m9/ mLe､ 腎由来 の 精製 r - GT
(Hu ghey らの 方法
(ユ8)
K よ り調製) , 約 0･ 1 u nit, さ らに 90 % (V/v)の 血 凍 ､
除蛋 白血 祭 また は リ ソ 酸緩衝液 ( pH 7 A)と し ､ 総量 1 meで 行 っ た ｡ 反応 は
精製 r - G T添加 と共 に開始 し ､ 37 ℃ で イ ン キ ュ ベ - 卜 した . 10 分後 , エ タ ノ
ー ル 添加 に よ る反応 停 止 お よび 除蛋 白 を行 い ( 1 - 2 - 3 に 述 べ た) ､ T LC
に よる 同定 ､ 定量 を行 っ た( 1 - 2 - 1 に 述 べ た ).
〔 葉陰 結果〕
1 4
C - N EM - S - G の代謝 に対 する血 疑 お よ び除蛋白 血嬢 の 影 響 をTable.
1 - 4 に.示 した . 前述 の 結果 (1 - 2 - 3 , T ablel - 3) か ら血 祭 そ れ自身
1 4
は r - G T活性 を持 た な い の で 0. 1 u nit の 精製 T - G Tを添加 した上 で ､ C -
ユ4
N EM - S - G の 代謝 物の 生成量 を測定 した ｡ C - N E M- S - G の 加 水分解 ､
1 4 14
即 ち､ C - N EM - S - Cy s - Gly と C - N E M - S - Cy s の 生成量 の 和 ほ
血 費 お よ び除蛋 白血 費 を添加 する事 に よ り , 約 3 倍 に 増 加 した o し か し , 代謝
物 の割合は 大き く異 な り ､ 除 蛋白血 衆 の 添加 に よ っ て は 無 添加( 緩衝液の み)
1 4
の 場 合と同 様に 代謝物 の ほ とん どが C - NE M- S - Cys - Gly であり､未処理の血
1 4
費 を添加 する 事 に よ っ て C - N E M- S - Cy s の生成 が 7 - 8 倍増加 した . こ
れ ら の結果か ら ､ 血 祭 の 非蛋白部 分 に は r-G T活性 を増強 さ せ る物資 が ､ また蛋
白部分 に は Cy s - G ly結合の 開裂 を触媒 する 酵素 が含 まれ て い る事 が示 唆 さ
れ た｡
Tab le ト4 Ejfe ct ofP[asma OTZMe(abo]L
'
sm ofu C- N E M-S- G(” - 3)
M etabolite s(n m ol/0.l u nit γ- GTq)/1 0 min)b)
Additio n 1 4C- N E M- SI Cys- Gly(A) 14C - NE M- S- Cys(B) A＋B
N o n e(buffe r) 7.6 1.0 8.6
Depro teiniz edplas m a 19.5±1.1 1.7 ±0.2 2 1.1 ±1.2
Plas m a 1 0.6±0.9 14.7 ±1.9 2う.2 ±2.1
a)Pu rtj7eden zym efrom theratk]
'
dr7ey. b)M e a n± S.D .
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1 - 2 - 5 小 括
14 1 4
C - N - ethylm aleimi de - s - glu t ath ion e 抱 合体 C - N E M- S -
G を用 い ラ ッ トに お い て 腎以 外 の 代謝 を検討 した結果 ､ 以 下 の事 が明 ら かと な
っ た ｡ 即 ち
1 4
1, C - N E M- S - G を両腎摘出 ラ ッ トに 静注し た と こ ろ ､ 血液中に 有意 に
1 4
C - N E M- S - Cy s が観 察 さ れた Q
2. in situ , i n vitr oの 催流実験 に お い て ､
1 4
c - N E M- S - G の加 水
分解 が肝 で行 なわ れ る 事 が示 さ れた ｡
3. in vitr o に お け る各 臓器 の
1 4
c - N E M- S - G か ら
14
c - N E M- S -
Cy s - の 変換活性 ( 変換 速度)とr - GT活性 を測定 したと こ ろ ､ 雨情性共 ほ
ぼ 一 致 し た臓器 分布 を示 し , また 腎や僻 に 比較 する と低 い も の の ､ 肝 に お い
て も 雨情性 が認め ら れ た ｡
4. 血 雄 中にr - GT活 性を増強さ せ る 成分 とCy s - G ly 結合の 開裂 を触媒する
酵素が 存在 する革 が示 さ れ た ｡
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第三章 考 察
グ ル タ チ オ ソ 抱合 体 の 代謝経路に 関し て は 広 く研 究 され て お り ､ 一 般 性 は以
下 の 様 に 考 えら れ て きて い る ｡ 即 ち ､ 異 物(薬物), あ る い は そ の 活性 代謝物と
還元型 グ ル タ チ オ ン が ､ 主 に 肝に お い て 抱合体 を作 り ､ 胆 汁中 や 血 液 中に 分泌
さ れ ､ 胆 汁中 に 出た もの は胆 管や 小腸 鮭 の ､ ま た , 血 液 中に 出た も の は 腎の r
-
G T によ っ て そ の 後 の 代謝が 開 始 さ れ る ｡ 血液 中の グ ル タ チ オ ソ 抱合 体 は 糸球
体嬉 過 さ れた 後 ､ 腎の 近位尿 細管刷子縁膜上 に 大 量 に 存在 する r- GT
(49) 60)
に よ
っ て 代謝さ れ る ｡ 生 じ たCys - Gly 抱合体は G ly と Cys 抱 合体 に ま で 加 水 分
解 され た 後Cy s 抱合体ほ 通 常再 吸 収さ れ ､ 腎ま た は肝 に おい て N-a c etyl 化
さ れ ､ 叩 e r c aptu ric a cid と なっ て 尿 中に 排雅さ れ る (Fig･ 卜 1)o
本論文に お い て も Fjg. 1
- 4, に 示 す様 に 単離腎細胞 と P - S - G を反応 さ せ る
とその Cys - Gly体 や Cy s 体が効率 よく 生 成 し ､ こ の卯 水分解反応は r - G T
阻害剤 に よ っ て 強く 阻害 さ れ た o ま た ､ in vivo むこお け る機能 に 近 い 掃 出腎
濯流実験に お い て も ､ Fig. 1 - 7 に示 す様 に 准流液 中に P - S - Cys - Gly や P
- s - Cys が 見ら れ ､ 尿 中に は P
- S - Cys の 排准 も観察さ れ た o 同様 紅 准流
液 に a nthglu tin を添加 す る寄 に よ っ て も P - S - G代謝 の 抑制と尿中 - の P
-
S - G の 出現が観察 され た ｡ さ ら に ､ 両 腎摘 出 ラ ッ ト に NE M - S - G を投与し
た場 合 も無処 置 ラ ッ ト に 比 べ ､ N E M- S - G が 血液 中 に 高 率 に 維 持 さ れ た
(T ab le l - 1)｡ こ れ ら in vi tr o､ in viv o の 結果 か ら ､ グ ル タ チ オ ソ
抱 合体 の 代謝が r - G
r
r によ る 加 水 分解 に 始 ま り ､ か つ そ の 代 謝 に 腎が寄与 し
て い る審 が明 らか と な っ た ｡
しか し ､ 両腎摘 出 ラ ッ トを 用 い た実験 か ら , 血液 中 に 存在す る グ ル タ チ オ ソ
抱合体の 代謝 が腎以 外の 臓器 に お い て も生 じる事 が 明 ら かと な っ た ｡ 即 ち ､ 腎
の な い ラ ッ ト に お い て も ､ 血液 中 に 投 与 さ れ た N E M- S - G が 有 意 に 代 謝 さ
れ ､ N E M - S - Cys を生 じた (Table t - 1) 事､ さ ら に 血 液 自身 に は r -
GT 活性を持たな い 事などか ら , 腎以 外 の 臓器 に も グ ル タ チ オ ン 抱 合体代謝 - の
寄与が 示 さ れ た ｡
血液 中の グ ル タ チ オ ソ 抱 合体代謝 を腎以 外 で 考 える と ､ 先ず r- GT 活性 の 高
い 搾 (T able 1 - 3) が 考えら れる が ､ 循環す る血 液流量 が 少な い 事 か らそ の
寄与 は必 ず しも 大 きく な い と 思 われ る ｡ 逆 に 肝は r - GT 活 性や N E M- S - G の
代謝新陳 は 腎や 肝 に 比 べ て 極 め て 低 い も の の ､ 血 液 の 循 環量 と い う 点か らは注
Fl さ れ たo 第二 章に お い て ､ iA 山 里(F ig. 1 - 1 4)､
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in vitr o (Table t -
2) の 肝 催流 に よ り有意な N E M- S - Gの 代謝 が観察 され た ｡ 肝に おけ る N E
M - S - G から NE M- S - Cys へ の 変換能力は摘 出肝濯流実験で 示 され た様に ､
1 回 の 肝 内通 過 で 1･ 67mg/ 配e (
14
c - N E M- S - G の 潅涜流入 前濃度) の 7 -
10%(Ta ble 1 - 2) に 相当す る ｡ 従 っ て ､ in viv o実験 に お ける 数 p5/耽C
程 度 の 血 液中NE M - S - G の 代謝が 肝の 寄与に よ る事で 充分 説明 出来る ｡ 以 上
の 事 か ら ､ 血 液 中の グ ル タ チ オ ソ 抱合体の 代謝に は 腎ば か りで なく 肝も寄与す
る事 が 明 らか と な っ た ｡
と こ ろ で ､
14
c - N E M- S
.
- Gを in situ で 濯流 (血液存在下) L た場合は ､
そ の 流出液 中に
14
c - N E M- S - Cy s の み し か検 出さ れな か っ た が､ 辿 竺止 辺
で 港流 ( 血液非存在下 ､ K r ebs - H epe s撰衝液で 濯流) した場 合は ､
14
C -
N E M- -S - Cys の 他に その 前駆体で あ る
14
c - N E M- S - Cys - Gly が検 出 さ れ
た o こ の 結果 か ら ､ 血 液 が
14
c - NE M - S - Cys - Gly か ら
M
c - N 瓦M - S -
Cys - の 変換 に 関与 して い る 事 ､ 即 ち変換酵素を含ん で い る事が 予想さ れた 0
血 液中に お い て 赤血球外か ら赤血 球内 へ の グ ル タ チ オ ソ 抱合体の 輸送 は極め て
小さ い と考 え られ る の で ､ こ の 変換 反応 の 場 は血 梁 中と考え られ る ｡ 草葉､ 血
梁中かこ変換反 応を触媒す る 酵素蛋白 が存在する事が確認 され た(Tab le l - 4)｡
さ ら に 血 凍 の 非蛋 白部分 に
14
c - N E M- S - G から
14
c - N E M- S - Cys -･Gly
- の 加 水 分解を増 強する 因子 が存在する事も 分 っ た (T ab le 1 - 4). r - G .T
が加 水 分解活性 よ りも ､ ア ミ ノ 酸などを受容体 とする ア ミ ノ 基転移反応をこ高 い
活性 を 示 す 事か ら ､ こ の 因子 は血 液 中に 存在する ア ミ ノ 酸類と推察され る ｡
st e ele
(51)
ら は摘 出肝潅流実験 に おい て ､ Slyr e n e- o Xide の グ ル タ チ オ
ン 抱合体 を濯流する どそ の 流出液中 に そ の Cys 体が検 出され ､ こ の グ ル タLチ
オ ソ 抱合体が肝の 細胞 外空間 で 代謝さ れ る事 を示 唆した ,, グ ル 夕子 オ ソ 抱合体
は そ の まま で は生 体膜 を 通 過し にくく
'
(肝 の 細胞内か ら細胞 外 - の 輸送 系は 存
在する
(52)
が)･, ま た 本 実 験 で 見 ら れ る 様 に C - N EM - S - G か ら C- H E M
1 4 1 4
- S - Cys の 変換 が極 め て 速い 事か ら ､ こ の グ ル タチ オ ソ 抱合体の 代謝が 肝
の 輯洞側 の 膜上 (血 管挺) で 行なわ れて い る 事 が推察さ れ た ｡
既 に 報 告さ れ て い る よ う に ､ 腎に おい て グ ル タ チ オ ソ 抱合体は糸球体 櫨過 さ
れ 尿細管 々 鮮 内で 代謝 され る も の と考 え られ る ｡ しか し ､ グ ル タ チ オ ン 自体
1
(G SB ､ G S S G) は血 液 中存在量 の 20 - 30%が糸球体漉過 さ れ る の h
(乱 そ の
多く は 傍尿細管空間 で ある 血 管内で 代謝さ れ a
(54)
と い う報告も ある ｡ こ れ らの
事 か ら考 えて , 肝むこ お け る グ ル タ チ オ ソ 抱合体 の 代謝 ､ ま た 腎に おける グ ル タ
チ オ ン 自体 の 代 謝 は血 管 内で お こ っ て い る 可能性 が 高く ､ 血 祭が これ らの 代謝
に 促進的 な役割を 果 し て い る の は 興 味深 い ｡
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第二 編 ラ ッ ト腎お よび肺か ら の デ ヒ ド ロ ペ プチ ダ
ー
ゼ - 五 の 精製 と性質
還元 型 グ ル タ チ オ ソ ( G SH ) ､ 酸化塾 グ ル タ チ オ ン ( G S SG ) お よ び グ
ル タ チ オ ソ 抱合体 の 生 体内 に お け る代謝ほ 先ず r
- GT によ っ て 開始 さ れ ､ r -
glu t a myl基 を遭おL､ 各 々 Cys - GIP, Cy stiny 卜 b is - Gly お よ び Cys -
Gly の S - 置換 体 が生 成 す る ｡ こ の 酵素化学 的性 質や生 理 的な役割 ､ さ ら に臨
床上 の意義 な どに つ い て は 既 に 数多く の 報告 が なさ れ て い る . ま た ､ こ こ で生
成 した 上 記 の Cy s - Glyお よ びCy s - Gly体 は さ ら に 加 水 分解 を受 け ､ Glyを遊
(26)
離 し ､ Cys お よび Cy s 体 に な る事 が矢口られ て い る o Ko z ak
(25)
*M cln tyr e
は グ ル タ チ オ ソ 代謝酵素 の 一 つ ､ 即 ちCy s - Gly結合の開裂酵素と して dipepti
da s eをラ ッ ト腎 よ り精製 し, 精製酵素 レ ベ ル で の 諸性 質 を報告 し た ｡ こ の 他
に も ､ ジ プ ぺ チ ドを加 水 分解 する酵素と して ､ Sugiu r a,
(36)
sol in a
L
s に よ る
(37)
Le u - Le u加 水 分解 酵 素 や c a mpbell
(30)(31)(32)(33)
に よる glycyl dehydr o-
phe nylala nine 加 水分噂 酵 素(dehydr op epti da s e- i, D甲P - Ⅰ) ､ また
チmin op ep ti da s e
- M( ApMr)
(28)
な どに も そ の 活性 の ある事 が知 られ て い る o
著者 は Cys - Gly結 合 の 加 水分解 に 関与 す る酵 素の 性質 を 明 らか に する た め
に ､ 上 記 の 知見 を参考 に しな が らグ ル タ チ オ ソ 代謝 の 主 要 臓器 で あ る腎 か ら ジ
ペ プチ ド加水 分解酵素 の 精 製 を試 み た ｡ そ の 結果 ､ 腎 に おけ る ジ ペ プ チ ドの 加
水 分解 は 大 きく 2 つ の 酵 素をこ よ っ て 触 媒 され ､
一 つ はカ ル バ ペ ネ ム 系抗生 物質
を特 異的 に 分解 す る(デ ー タ 未発表)事 や
(
,
34)(35)
阻 害剤 に よる特異 性 ( 2 - 1
- 2参照 ) か らI) H P- Ⅰ で ある と 同定 し , 他 の 一 つ は ApM であ っ た o こ れ
らの うち CyS
- Gly結合 の 加 水 分解 に 関与 する酵素 は D H P
- Ⅰ で あ り ､ ApM
で は な い 事を明 らか K した o 一 方 ､ DHP - Ⅰ括性 がラ ッ ト の 肺 で 非常 に高 い
事 から ､ 肺 の D BP - Ⅰ も精製 し ､ 腎D H P- Ⅰ と の 比 較 検討 を行 う と共 に ､
肺 で の D H P- Ⅰ の 役割 も考察 した Q
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第 1章 ラ ッ ト腎か ら の デ ヒ ド ロ ペ プチ ダ ー ゼ - I お よ び
ア ミ ノ ペ プチ ダ ー ゼ - M の精製と性質
2 - 1 - 1 デ ヒ ド ロ ペ プ チ ダ - ゼ ー Ⅰ(D 日二P - Ⅰ) お よ びア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ ー M
(A p M) の 精製
〔 材料 お よび 方法〕
1. 動物 およ び 試薬
sp r agu e- D a wley(SD)系雄性ラ ッ ト､ 体重 200- 3508の もの を 用 い ､
飼育条 件 な どは 1 - 1 - 1 に 述 べ た o 腎は ジ エ チ ル エ ー テ ル 麻酔下 ､ 頚動脈
放血 ､ 致死 後直 ちに 開腹 し摘 出 し ､ 実験 に 供するま で - 20
o
C で 凍結保存した｡
D HP - Ⅰ の 測 定用 基 質 で あ る gly cyldehydr oph enyl ala nin e は
c a mpbel l
(55)ら の 方法 に よ り合 成 し た｡ そ の 他の 試薬は 全 て 特級を用 い た ｡
2. 酵素活性 の 測定お よび 蛋 白定量
D HP - Ⅰ 活性 の 測定は glycyldehydr ophe nyla la nin e(GD PA)杏
基質 と し たC a mpbellの 方法
(55盲こ従 っ た ｡ 即 ち､ 50 p MGD P Aおよび 50
m M T ris - H Cl (pH7. 4) 緩衝液を含む混液 1 耽βに 適量 (0. 1 訊β以 内､
蛋白量 と して 1 mg以内 )の 酵素液を 加え反応を 開始 した . 活性 は G D P Aの
消失量を 275 n m の 吸 光度で モ ニ タ ー し , 計算に よ り求めた o Ap M活性の 測
定は S - be n zyト L - cys tein e- p - nit r o a ni li de (SBC N) を 基質 と
●
した H ughey i
(27)
o 方法 に 従 い 若干 の 改良を 加えた ｡ 即ち､ 2 m M S.BC N､
50 m M Tris - H Cl (pH 7.4) 緩衝液､ お よ び 1 % T rit o nX - 100を含 む
混 液 1 耽βに 適量 (D 冗 p - Ⅰ の 場 合 と 同条件) の 酵素液を 加え反応 を開 始 し
た｡ 活性ほ生成 し て く る p - nit r opbe n ol の量 を 410n m の 吸光度で モ ニ タ
ー し ､ 計算に よ り求め たo L e n - L e u加水 分解活性 の 測 定は Sugiu r a6
(36)
の 方法 に 従 っ た ｡ 即ち ､ 1･ 3 m M Le u - L e u ､ 50m M T ris - HCl (pH
7･ 4) 緩衝液､ 6 ユ ニ ッ ト の p e r o xida s e､ 4 J上 gの N N - d血 ethyla nil in e,
▲ヽ
0. 16呼 の 4 - a min oa ntip yrin eお よび 4 ユ ニ ッ ト の L - a min o a ci d
o xida s eを 含む混 液 3 捌 牝 o. 1 机C の酵 素液を 加え 反応を開始 した ｡ 活性は
加水 分解に よ り生成 し た L e 11が L - a mino a cid o xi da s e に よ り酸化され ､
そ こ で 生 じた H202と pe r o xida s eに よ り N N - dim ethyla ni l in e と 4
-
a min o a ntip yrin eが 反応､ 呈 色 し ( F ig.2 - 1 ) ､ こ の 色素の 量を
550 n m の 吸 光度で 測 定 し ､ 求め た ｡ 全て の 酵素反応 は 37 ℃ で 行 ない ､ 1 分
間 に 1 〟 m ole の 基質を加 水 分解する酵素量を 1 ユ ニ ッ トと した0
- 3 3･ -
(
日
2
0
2
Pe r o x土da se
I
毎申 申 節 A at 5 5 0n m
ヨ
R
3;c
-
33N
O
H2
･ '
”
c H3'2
▽
日
昌;ニ出
o
N ① 品(c 日3,2
4- a min o ailt ip yrine N,N- dim ethyla ni lin e
F ig ･ 2 - 1 Sche me of c olo rin g r ea ct io n s o c c u rin g in t he
a s s ay of Leu - Le u hydr oly2:in g a ctivity
蛋 白量 の 測 定は B io - R ad Pr otein A s s ay K it (Bio - R ad L ads. ,
U SA) を 用 い ､ 牛血清 ア ル プ ミ ソ(fr a ctio n V) を 標準蛋 白と し検量線を
作製.して 行 っ た ｡
〔実験 結果〕
D HP - Ⅰ､ A p M両 酵素の 精製手 順 の 概略 を Fig. 2
- 2 に 示 した . 発ず ､
ラ ッ ト腎 ( 湿重量 ､ 1 109 )に 50 m M Tris - fICl 緩衝液 (pH 7.4 )を加え ､
グ ラ ス テ フ ロ ソ ホ モ ジ ナイ ザ - を用 い て 25% ホ モ ジネ - トを作製 した . こ れ を
遠心分醜 (105, 000× 9､ 60分) し､ そ の 沈漆 ( 膜両分) を1 00m M Tris -
HCl緩衝液 ( pヨ▲7.4 ) 400mAに 再 懸濁 した . こ の 懸濁液 に papain ､ 1 9を
加 え ､ 37 ℃ ､ 15 時間イ ソ キ ュ ペ - 卜 し ､ 膜酵素 の 可 溶化を行 い ､ こ の 反応液
を遠,亡♪分離 (105. 000×9､ 60分) し､ 可 溶性 両分 を得 た ｡ こ の 両 分を 4 0⊥ 80
% のI硫安分画を行 な い ､ こ こ で 得ち れ た沈漆を 1 0m M Tris - H Cl
■
援 衝 液(
pH 7,4) に 再溶解 (l o択e) し､ こ の 両分を粗精 製両 分と した o こ の 両 分を D E
- 52カ ラ ム ､(2. 7 × 20c m) に 10 m M Tris - HCl緩衝液 (pH7.4･) の 溶液条
件で 負荷 し ､ 0 - 300rm M N aC lの 直線的濃度勾 配に よ る 溶出に よ り (Fig. 2
- 3 ) ､ D H P- Ⅰ と A pM を分離 した ｡
D H P
､
- Ⅰ は D E - 52 カラム か ら 150 - 200m M の NえC l濃度で 溶出 さ れ ､ こ
の 晴性 向 分 を濃縮 し､ S epha c ryl S - 300カ ラ ム (1, 5 ×80cn) に よ る ゲ /i
櫨過を 100m M NaClを 含む 100m M Tris - fICl緩衝液 ( pH 7.4 ) の 溶液条
件で 行 っ た ｡ さ らに ､ こ こ で 得 られ た活性 両 分を ､ 糖蛋 白の 親和性担体で ある
C o n - A Sgpha r o s eカ ラ ム (0･ 9 ×8 c肌) に ､ 0. 2 m M M gC12 , 0. 2m M C aC12
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100m M NaCl を 含む 100m M Tris - HCl 緩衝液 ( pfi 7.4) の 溶液条件で 負
荷 したo カ ラ ム を 充分 洗浄 した 後 ､ 同緩衝液シこ α
-
m ethylglyc o si de ､ 劫
m g/ mB を溶解 し ､ カ ラ ム に 負荷 し､ 溶 出 した . 活性画 分を濃縮 し ､ 最終的 に
H P LC に よ る ゲ ル 臆過 カ ラ ム ( Shode x P ak W S - 803) に よ り精製 し ､
こ こ で 得た活性 両分を D H P- I の精製標品 と した . T ab le12 - 1 に は
D H P- 1の各精製段 階に お け る総括性 ､ 蛋白比 活 性 お よび 収率を示 した ｡ なお 最
終精製漂品は ホ モ ジ ネ - 卜 に 対 し蛋白比 活性で 約 4, 20 0倍 精製さ れ ､ そ の 収率
は 42. 4 %で あ っ た ｡
一 方､ D E - 52 カ ラ ム ( Fig. 2
1 3 ) に お い て ､ 0. 1 Mの NaCl 浪度で 溶
出さ れ た ApM 両 分 に つ い て も ､ H P LC を除き D H P- I の 精製 と 同様 な手順
で 精製 し､ ApM の 精製 傑品を 得 た ｡ T ab le 2 - 2 に は ApMの 各精製段 階 に
おけ る 総括性 ､ 蛋 白比 活性 お よび 収率を示 した ｡ なお 最終精製 僚品は ホ モ ジ ネ
- ト に 対 し蛋 白比 活 性 で 約 1 50倍精製さ れ ､ そ の 収率は 35 %で あ っ た ｡
T able 2 - 1 ､ 2 - 2 に示 す様 に D H P - Ⅰ ､ A p M 精製の 全段 階にお い て ､
Le u - L e u の 加 水分解活性 も測 定 し ､ さ ら に L e u - L e u加水 分解活性 に 対す
る両 酵素の 活性 比 ((D) / (L) と(A) /(L) )も示 した . L e u - L e u加 水分解
活性 の 粗精製両 分 で の 収率が 約 75%に 比 べ ､ D H P- Ⅰ が 73. 6 %､ A pM が
81. 6 % とほ ぼ等 L く､ ま た 両酵素を分離 した D E - 52カ ラ ム 以後 の 段 階で ､
(
-
D) / (L) ､ 仏) / (L)比 がほ ぼ等 しく ､ こ れ らの 結 果 か ら､ 両 酵素共 にLe u
- L e u加水分解活性 を有 し ､ ま た腎の 膜酵素の う ち L e u - Le u の 加水分解に関
与する 酵素 の 栓 とん ど が D H P - Ⅰ と ApM であ る事 が 示 され た ｡
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2 - 1 - 2 精製 D H P- Ⅰ およ び A pM の 性 質
〔材 料お よび 方法〕
1. 材料お よ び 試薬
D H P- Ⅰ ､ A p M の精製酵素は 2 - 1 - 1 で 得たもの を用い た｡cila statin
は G raha m ら(
5%方法に 従 っ て合成 した ｡ そ の 他の 試 薬は 全 て 特級を用 い た ｡
2. 酵 素活性 の 測定
D H P- Ⅰ ､ A p M 悟性 ､ お よ び Le u
- L eu 加 水 分解活性 の 測定 に 関 して
は 2 - 1 - 1 で 述 べ た ｡ そ の 他の 加 水分 解 活性 の 測 定は ､ 示 され た濃 度の 基
質 と 50m M Tris - HCl 緩衝液 ( pH 7.4 ) の 混液中 に 適量の 酵 素液を添 加
し､ 基質の 消失量 を H P LC で モ ニ タ ー し加 水 分 解 速 度 を 得 た o 但 し .､
ie ukotrie n eD4 に つ い て は 基質の 安定性を考 慮 し ､ pH8.0 で行 っ た ｡
3. 電気泳動お よ び分 析方法
s D S- ポリ ア クリ ル ア ミ ドゲ ル 電気 泳動(SDS ニ PA G E)はL a e m ml i
(57)
の 方法 に 従 っ た ｡ 蛋白の 染色は ク ー マ シ ー プリ リ ア ソ ト プ ル - 良 - 250 を 用 .
い ､ 分子 量
'
マ - カ ー は マ - カ ー キ ッ ト (P ha r m a cia､ sw eden ) を使用 し
た . 等電点電 気泳動は A mph olin e gel plat e ト ーpH3 - 9. 5 ( L KB､
Sw ede n) を 用 い ､ 装置は A E P- 012 (A T T O㈱) で 行 っ た ｡ 分子量
(n ativ e fo r m) の 決定は Shode x P a c WS - 803( 昭和 電工) カ ラ
ム を 用 い た H P L C で 行 っ た ｡ 移動相 と して 10 m M NaClを含む 1 00m M
T ris - H C l緩衝液 ( pH 7.4) を用 い ､ 流速は 1 mA/mbと し､ 280n m の
吸光度を モ ニ タ ー した o
L - Cy stinyl - bis - G ly の 定量む土E R C - O D S - 1292(エ ル マ 光
学) カ ラ ム を 用 い た H P LCで 行 っ た ｡ 移 動相 と し て C B30H : H20 - 3 :
7 ( Ⅴ/V) に 0･ 25 %P ic A(W a te r s冬 s s o c. U S A)を含む 混液を 用い ､
流速ほ 1 nA/ 血 と し , 21 0n m の 吸 光度を モ ニ タ ー した . ロ イ コ トリ エ ソ D4=
の 定量はb
･
rn in g
r
6
(58)
o 方法 に 従 っ た ｡ 即 ち､ 上 記 と 同 .じ カ ラ ム に よ る
HPLCで行い ､移 動相と して C H30H : H20 : CH3C O OH - 6 5 : 35:0.1(Ⅴ/V)
紅 N H40H を添 加 し pH を 5 A･
r
に 調整 した混液を 用 い ､ 流速 は 1 孔β/ m由と し､
280n m の 吸 光度を モ ニ タ ー した ｡
〔実験紡果〕
D H P - Ⅰ ､ A p
､M 両 精製 標品を S D S - P AG Eに よ り分析 した結 果 ( 写
寡) を Fig. 2
- 4 に示 した ｡ 両精製酵素共 に ほ ぼ単 一 の 蛋白 バ ン ドに ま で 精製
さ れ ､ S D S - P AG E 上 で の 分子 量 は D H P- I が 78, 000､ A pM が120, 000
- 38 -
D H P- = Ap
- ” Origin
7 ( , , ｡1了 千BS A
1
pho spho rylas e b (9 4,0 0 0)
(6 7,000)
1 0v alubu m土n (4 3.0 0 0)
Ca rbon土c a nbydr a se (30 .0 00)
Fig.2 - 4 s os - po lya c ryla mi de gel ele ctr ophor e sis of pu ri f ied
D H P- = and Ap- M･ A bo ut l Opg of protein wa s s ubje cted
to ele ctr opho r e sis o na 10 % s eparat ing gel.
で あ っ た｡ ま た ゲ ル 漉過 (Shodex P a c WS - 803)による n ativ e fo r mの
分子量 は 各 々 148, 000､ お よび 240, 000と な り､ 両 酵素共分子量 78, 000お よ び
120, 000 の サブ ユ ニ ッ トか ら成る ホ モ ダイ マ ー で ある 事が分 っ た o 両精製酵 素
の 等電点ほ ､ D H P- Ⅰ が pH 3.7
■
と 4･ 1､ A pM が pH4.1.で あ り ､ 両 酵素共
酸性蛋白で あ っ た占 こ こ で D H P- Ⅰが 複数の 導電 点を有 した事は ､ D H P-
Ⅰ は 糖蛋白 (Co n - A Sepha r o s e, に 鵜 和 性 を も っ) で あ り ､ お そ らく こ の
酵素の 糖鎖 - の シ テ ル 酸化の 程度9)に よる もの と 考え られ る .
両酵 素活性の 至 適 pH ､ お よ び至 適温度に 関 して は F ig. 2 - 5 ､ 2 - 6 に 示
した o D H P- Ⅰ 活性は pH7
- 7･ 4 で最大活性を 示 し､ 反応温度に 関 して は
実験 した 30℃ か ら 60℃ま で の 間 に お い て 準魔の 上 昇と共に 活睦も増加 した .
ApM 活性 も pH7. 4 で 最大活性を示 し､ 至適反応温度は 40℃ 付近で あ っ た ｡
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Ef fe ct of pfl o n the activ i tie s
of D 日P- = a nd Ap - ”(10 0 % at p日 7 . 4)
両酵寮絡性 払対す る数種の 化合 物の 阻害効果を Teb le 2 - 3 に示 した o 金属
津 レ
- 十 卿 で あ る
ノ 0- - phe n a nthr ol in eは 両活性 に 対 し同程度 の 阻害作用
-を凍 した.
≒
zbe sta tin は ApM 活性を渡 度依存駒 に 阻害 したが ､ DⅠiP
- Ⅰ 括
i性 虹丁対 し で 10Op 湖 まで の 濃 度で は は とん ど 影響 しな か っ た o ci la st atin
は D H P- ト括性 に 対 し.､ 10p
‾M で 約 97 % とい う非常 に 強い 阻 害作 用 を示 し
たが ､ 阜pM晴性に卸 しては弱い 阻繋が観察 きれ たd還元剤で あるdith i･o thr eit ot
は 弱 い なが ら D B P - I 活性を阻害 した が ､ A pM 活性 に は 全く 影 響 し なか っ
た ｡ A T Pは 両 酵素 活性を 弱く 阻害 した ｡
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Fig. 2 - 6
3 0 4 0 5 0 6 0
Te mpe ratu r e (
O c)
E ffect of te m pe ratu re o n the
a ctivitie s of D H P- I a nd Ap - ” (1 0 0%
at 4 00 c)
数種 の 基質中こ対する両 精製酵素の 加水分解活性を比較 し, T ab le 2
- 4 に
示 した o C ys tinyl - b is - G ly(1 m M) に 対する D H P
- Ⅰ の 加水分解活
性は ApM の約 6, 00 倍高か っ た o le ukotrie n eD｡ か ら E4 へ の 変換活性 は
D 冗 p - Ⅰ に の み 観察され ､ A pM を添加 して も1e ukot rie n eD4は加水分解さ
れ なか っ た ｡ ま た ､ こ の D H P - Ⅰ に よ る 変換活性は 1e uko trien e D 4 の 濃
度が 20〟 M ､ 50 〟 M の い づ れ の 場合 も ほぼ等 しく ､ こ の 結果は こ の 反応が20
p M 以下 の 濃度で すで に 最大 活性を示 し ､ 1e
-
ukot ri en e ,D4 に 対する D R P
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Tab le 2 - 3 rnh i b ito ry ef fe ct of d i f fe r erlt C OmPO u nds o n
t he a ctivitie s of DHP - = a nd A - ”
Co u mpo u nd Rem a土n土n Act土Ⅴ土t (% of c o ntrol)
DHP - = A - ”
o - Pbe n a nthr ol1 n e
Be s七at土n
D土七b 土○七hr e土七ol
A ℡P
C土1a stat土n
10 pM
1 0 0pM
1 011凹
1 0 0pM
1 011凹
100 pM
1 0 pM
1 0 0tim
10 TIM
1 0 0p凹
96｡ 7 9 0｡ 9
0. 0 0. 0
98. 4 77 . 3
9 6. 7 3 1｡ 8
7 8. 7 1 0 0. 0
4 7. 5 1 0 0. 0
8 9｡ 9 10 0. 0
7 1. 1 8 6. 4
3｡ 1 9 6. 3
0. 0 8 0. 5
The r e m aining a ct土Ⅴ土ty of the e n zym e w a s a s s ayed
in the pr e s e n c e of the ind ic ated c o n c e ntr atio n of the
c o mpo u nd .
Ta b le 2 - 4 flydr olyzing a ctivity* of D H P- I a nd
Ap- ” to wa rd di ffe r e nt s ubstr ate s
Substr a七e Act 土vit ★ ★
D H P- ェ A - ”
L - Cys
- bis - G Iy* * *
Le ukotrie n e D
4
* * *
L - Le u - L - Le u (i . 3
GD PA * * * (0 . 0 5 m M)
S B C N (2. 0 m 凹)
(1 . 0 m M)
(0 . 0 2 m H)
(0. 0 5 mM)
mM)
5 8 8. 9 0. 1
3 . 96 0 . 0
3 . 67 0 . 0
85 . 7 8. 4
4 5｡ 2 0｡ 0 0 1
0｡ 005 0. 8 9 2
☆ A l l
☆ ☆
* * *
a s s ays w ere c a r rie d O ut at PH 7｡ 4
;
x
m三;冨三′三器/孟g
e u喜oft;i.
e
t
n
e
e
i
D
n
4 (pE 8･ 0)
They w e r e m e asu r ed by the r ate of
s ubstr ate disappe a r a n c e.
- Ⅰ の 親和性が 高 い 事(Km 値が 低い 事) を示 唆 して い る o 精製時 に 既 に 明 らか
な様に Le u - Le uの 加 水分解は 両酵 素に よ っ て 触媒さ れ ､ その 活性 ほ D H P -
Ⅰ の 方が ApM に比 べ 約 10倍高か っ た ｡ ま た 還元 塾 グ ル タ チ オ ン の 代謝中 間体
で あ るcys - Gly に 関 して 検討 して い な い が ､ グ ル タ チ オ ソ 代謝 に 関 し て ､
Cys tinyl - b is
- Gly の 方 がよ り適切 な基質 で あ る 事に つ い て は 第四 章 ､
考察の 所で 詳述する ｡
なお ､ D R P- I の基質特異 性は T able 2 - 4 に示 す様にdehydr opeptide
構造 に 特輿的 とは 言 えず ､ Leワ
- Le uや C y s - Gly体をも効率よ く 加 水 分解
す る ｡ 従 っ て ､ d ehyde op eptida s占 - Ⅰ (D H P- i)と い う酵素名 は 本酵 素
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の 特徴を よ く 表わ した もの と言 え な い が ､ D 班P - Ⅰ が 広く学 界で 使わ れ て い
る 名称 で あ り ､ ま た 本酵素 の 精製 を D H P- 1 の 代表的基質で あるG D P Aを
用 い て 行 っ たた め ､ 本論文 に お い て は D H P- Ⅰ と い う名称を使用 する事と し
た D
2 - 1 - 3 小 括
ラ ッ ト腎の D HP - Ⅰ お よ ぴ A p M を 精製 し ､ そ の 性 質を比較検討 した 結果 ､
以下 の 事が 明 らか に な っ た ｡ 即ち
1. D H P - Ⅰ ､ A p M 共 ラ ッ ト腎か ら高収率に 精製出来､ 共 紅 Le u - L e n
加 水分 解活性を有 して い た ｡ ま た ､ 腎の 膜結合 性 酵素の うちL e u - L e tl 加
水分解活性 の ほ と ん どが こ の 両 酵素に よ る事が示 さ れ た .
2. 精製過程 に お い て ､ 両酵素の 分離に ほ D E - 52 の陰イ オソ交換カ ラ ム が有
効 で あ っ た ｡
3. D H P - Ⅰ ､ A p M は分子量 78, 000､ 120, 000 の サブ ユ ニ ッ トか ら成 る ホ
モ ダイ マ - 構造を有 し ､ 共に 酸性蛋 白で あ っ た ｡
4. D H P - Ⅰ ほ ci la sta tirl に. よ っ て ､ A p M は be sta tin に よ っ て 特異
的 に 阻 害さ れ た o
5. D H P - Ⅰ は C ystin y ト bis - Gly や 1e ukot rien e D. などの Cys
- Gly 結合 の 加 水 分解 に 対 し高 い 活性を有 し､ A p M KL - ほそ の 活性は 捻 と
んど なか っ た o
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第二 章 ラ ッ ト肺か ら の デ ヒ ド ロ ペ プ チ ダ
ー ゼ - Ⅰ の
精製 と性質
2 - 2 - 1 D 王i P- Ⅰ の 精製
〔材料お よ び方 法〕
1. 動物お よび 試薬
Spr agu e
- D a wley(SD)系雄 性 ラ ッ ト､ 体重 250 - 3508の ものを 用 い
た｡ 飼 育条件は 1 - 1 - 1 に 述べ た ｡ 肺 の 摘出 は 2 - 1 - 1 で述べ た 要儀で
ラ ッ トを 開腹後行 な い ､ 摘出 した肺 は実験 に 供する ま で - 20℃で 凍結保 存 し
た o その 他 は全 て 2 - 1 - 1 で述 べ た ｡
2. 酵素活性の 測定お よ び 蛋白定量
2 - 1 - 1 で 述べ た ｡
〔 実験結 果〕
D H P- I の 精製手 順の 概略を Fig. 2 - 7 に示 した ｡ 精製法は 2 - 1 - 1 に
述 べ た腎 D H P- Ⅰ の 場 合 に 準 じ ､ 緩衝液 や カ ラ ム 条件な ど 同様 に 行 っ た o ラ
ッ ト肺 (湿重量 で 1559 )をポリ ト ロ ソ (Kin e m atic G m b H､ s wis s) と グ
ラ ス テ フ ロ ソ ホ モ ジ ナイ ザ - で ホ モ ジ ナ イ ズ し､ 遠心 分離 (105, 000× 9､ 60
分) 虹 よ り膜画 分を 得 た . こ れ を再 懸濁後 ､ パ パ イ ソ ､ 1 9を添 加 し ､ 37℃で
F ig . 2 - 7 Pu ri f ic atio n o f pu lm o n a ry DHP - I
Lu ng ho m oge n ate
↓ 105, 000 x g fo r 6 0 min
Me mbr a n efr a ctio n(Pel let)
1
papain tr e atm e nt
(N 日
4
)
2
S O
4
fr a ct io n atio n
Solu b 土1土z ed fr ac tio n(Cr ude en zym e)
D E- 52 Co lu rn n(Elu ヒ土on ′
Sepha c ryl S - 3 0 0
Co n - A Se pha r o s e
F] P L C(S hode x)
Pu rif ie d Dtl P- I
3 時 間 イ ソ キ ュ ベ - 卜と し酵素 を 可 溶化 した ｡
15 0 m M Na C1)
遠心 分離 (105, 000× 9 60分)
により uT桁性ゆi分を得た後､ 30 - 80% の 硫安 分国 を行 な い ､ 溶解 後 ､ D E - 5 2
- 4 4 -
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F ig . 2 - 8 Elu tio n pr of i le of D ”P- = a ctivity fr o m the
D E- 52 c olu m n
カ ラ ム に 負荷Lた o D H P - Ⅰ は DE - 52 カ ラ ム か ら 150m M の NaCl濃 度で
溶 出 さ れ (F ig･ 2 - 8)､ こ の 活性 両 分 を ,Co nrA Sepha r o s e､ H PL C(Shode x.
P a c W S - 803) を 用 い た カ ラ ム に かけ ､ 肺D H P - Ⅰ の 精製原品を得た .
T able 2 - 5 に 各精製段 階に お け る総括性 ､ 蛋白比活性 お よ び収率を示 した ｡
な お最終精製漂 融よホ モ ジ ネ - ト に 対 し蛋白比 活性で 約 2, 200倍精製され ､ そ
の 収率は 45%で あ っ た ｡
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2 - 2 - 2 精製肺 D H P- Ⅰ の 性質
〔材料お よ び 方法〕
1. 材料お よ び試薬
精製酵素は 2 - 2 - 1 で 得 たもの を用い た ｡ N E M - S - Cys - Gly は
1 - 2 - l で合成 した もの を用い た ｡ そ の 他の 試薬むこ関 して は 2 - ユ ー 2 で
用い たもの ､ ま た は 特級を 用 い た ｡
2. 酵素活性 の 測定
2 - 1 - 2 で述べ た ｡
3. 電気泳 動お よ び 分析方法
2 - 1 - 2 で述 べ た 〔 但 し､ N E M- S - Cys - Gly の 定量 は Y MC -
O D S - A - 312 (山村化研) カ ラ ム を 用 い た H P LCで 行 っ た ｡ 移動相と
して CH30H :H20 :C 王i3C O O H- 5 : 95: 0. 1(Ⅴ/～) の 混液を用い ､ 流速
は 1 机C/minと し ､ 210n m の 吸 光度を モ ニ タ - した ｡
〔実験 結果〕
肺D H P - Ⅰ の 精製 慣品 をS D S- P AG E によ り分析 した 結果 ( 写真) 杏
Fig. 2
- 9 に示 し た ｡ 精製酵素は ほぼ単 一 の 蛋白 バ ン ドに ま で 精製され ､
SDS - P A GE上 で の 分子量ほ 80, 000 であ っ た ｡ ま た ゲ ル 慮過 (Shode x pa汝
W S - 803) に よ る n ativ e fo r mの 分子量は 150, 000 と な り､ 肺 DⅠi P - Ⅰ
Pho spho ryla s e b ･ *
(94 ,0 0 0)
B S A(6 7,0 0 0)
ゆ .
Ov albu min 叫 -
(43 ′0 0 0)
叫酔 D H P- I
Fig. 2 - 9 S D S- polyac ryla mi de gel ele ctr ophor e sis
of pu r土f 土ed D H P- Ⅰ ｡ Elec tr ophor e s土s w a s ca r ried
o ut in lO % ac rylami de r e s orving ge1･ Abo ut 10
ug of the puri f ied e nzym e w as appl ied ･ Pr otein
w a s stain ed with Co om a ss土e Br i ll ia nt B lu e R - 2 5 0｡
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は 分子 量 80, 000のサ ブ ユ ニ ッ 卜からなるホ モ ダ イ マ - で あ る事が 分 っ た ｡ 等電 点
は 酸性 側 の 3. 6 お よ び 4. 5 で 腎 D H P - Ⅰ 同様 に 糖蛋白の シ ァ ル 酸化の 程 度に
よ り異 っ た 値を示 した ｡
肺 D H P- Ⅰ 活性 の 至 適 pH ､ お よび 至 適温度 に 関 して は 腎 D H P - Ⅰ と 全
く 同様 な結果を示 し､ p H 7. 4 で 最大活性 を示 し ､ 反応温度に 関 して も実験 し
た 30
o
Cか ら 60℃ ま で の 間 で は 温度 と共 に 活性 も 増加 した ｡
酵素活性 に 対 する 数種 の 化合 物の 阻害効果を T ab leL 2 - 6 に 示 し た ｡ 腎
D H P- 1同様､ ci la st atin は 非常 に 強 い 阻 害作用 を示 した ｡ ま たdith io-
thr eitolや 0 - ph e n a nth r olin eも 阻 害 した ｡ be st atin に よ っ て ほ
強い 阻 害は 観察 さ れ な か っ た ｡
Tab le 2 - 6 工n hl bl tor y ef fe ct of d iffer en t
co mpou nds o n the a ct ivity of D 日P- I
Co mpo u nd Activity with
1 0トLM IOOトLM
% c o ntr ol
o -P he n a nthr olin e
Bestatin
D ithiotbreitol
ÅT P
Cilastatin
94.7
100.
82.7
100.■
5.3
25.3
85.3
33.3
77.7
0
数種 の 基 質に 対す る精製酵素 の 加 水 分解活性 を比 較 し ､ T abl e 2 - 7 に 示
した o Cystjny ト bis - Gly や NE M I S - Cys - Gly のCys - Gly結合の 加水分解
に 対 し 高 い 活 性 が 観 察 さ れ た o Le u - Le u の 加 水 分 解 活性 も示 し た が
C ys tj nyl - bis - Gly や N E M- S - Cy s - Gly に 比 べ 低 か っ た .
1e ukotrie n eD4か らE4 へ の変換活性も低い 基質濃度にお い て 見られ ､ 2 0LLM ､ 5 0LL
M でほ ぼ等 しい 活性 を持 つ 事か ら ､ 腎 D H P - Ⅰ と 同様 に 肺 D H P - Ⅰ も
1e uk o trie n eD 4 に 高 い 親和性 を有 して い る事が 示 唆さ れた o 一 方 ､ A p M
の 測 定用 基質で あ る S - be n zyl - L - cy s tein e - p - nitr o a ni l i de
(SBCN)は こ の 酵素 に よ っ て ほ とん ど 加 水 分解 され なか っ た｡
次に ､ 上記 の 基質の 中 か ら代表的 な も の に つ い て そ の 速度諭 的解析を行 い ､
T able 2 - 9 に示 し た ｡ N E M- S - C ys - Glyや Cystinyl - b is -
Glyに 対 するKm 値は L e u - Le-u のK m値 に 比 べ や や 小 さか っ た が 大きな差 は な
か っ た o 一 方 V m a x値 に つ い て は N E M - S - C y s - Gly お よび Cystin yト
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Tab le 2 - 7 f]ydr olyt ic a ct ivi ty of D R P- t to wa rd d i f fe r e nt
s ubstr ate s. The a s s ay c o nd i t io n s w e r ede sc ri bed in
Mate ria ls a nd Met hods .
substr aヒe Co nc e ntr at io n Act 土Ⅴ土七y
( m M ) ( Tm Ole/m in/mg )
L - Cyst 土nyl - b 土s - G ly
Le ukotrie n e D
4
N E M- S - Cys - G
'
1y
L - Le u - L - Le u
G D P A
S - Be n 2:y1 - L - cyste in e -
p - n i tr o a ni l i de
1 ｡ 0
0. 0 2
0. 0 5
1 . 0
1 . 3
0 . 0 5
2 . 0
294. 0
.2 . 5 9
2 ｡ 5 4
1 0 7 6. 8
4 8. 7
3 1. 8
0. 0 1 2
Tab le 2 - 8 Kin et ic pa r a m eter s of D 日P- I to w a rd d ipept i de s.
The a s s ays of the a ct ivi t ie s to L - Le u- L - Le u
,
L - Cys阜iny1 -
b is - Gly a nd N E M- S - Cys I G ly w e re pe rfo r m ed
c o n c e ntr at io n s betw ee n O ･1 6 a nd l ･ 94 mM .
a nd O･ 5 a nd 5 ･ O mM l r e spe ct iv ely . o t he r
W e r ede s c ri bed in Mate rials a nd Met hods .
o b ta in ed by Lin e w e a v e r- Bu rk plots .
at s ubs亡r a亡e
0 . 3 3 a nd 4. 0 mM .
a s s ay c o nd i t io n s
Valu e s w e r e
Substr ate K
m
T v
m ax
( m M ) ( pm ole/min/mg )
L - Le u - L - Le u 1 . 0
L - Cyst inyl - h is - G ly 0 . 9 0
N E M- S - Cys - G Iy o . 6 3
0 . 0 8 9
0 . 8 1 3
1 . 6 2 3
bis - Glyに 対する 値が L e u - L e u に 対する値の 各々 20倍お よび 10 倍高か
っ た o こ れ らの 結果は 肺 D H P - Ⅰ が L e u - Le u に比 べ Cys - Gly の S - 置
換体に 対し て ､ 基質と し て の 親和性で 大差 な い も の の , 高 い 加水分解活性 を 有
して い る事を示 し て い る ｡
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2 - 2 - 3 小 括
ラ ッ ト肺か ら の D H P - Ⅰ の 精製とそ の 性 質を検討 した 結果 ､ 以 下 の 事が 明
らか と な っ た ｡ 即 ち ､
1. D HP - Ⅰ ほ ラ ッ ト肺か ら高収率に 精製 出 来､ そ の 方法は腎 の 場 合 とほ ぼ
同様 で あ っ た ｡
2. 肺 D H P- Iは 分子 量 80, 000の サ ブ ユ ニ ッ トか ら成 る ホ モ ダイ マ
- 構造を
有 す る酸性 蛋白質で あ っ た ｡
3. 肺 D H P - Ⅰは c i la sta tin をこよ っ て 特異的 に 阻害 され ､ ま た
1eukotrine D4 を 含む Cy s - G ly の S
- 置換 体に 対 し加 水 分解活性 を有
して い たo
4. 肺 D H P- Iは 分子 量 ､ 等電 点 ､ 基質特異性 な ど酵素化学 的性質が 腎 DHP
- Ⅰと非常 に 類似 して い た ..
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第三章 腎お よ び肺D‖ P - 昏 の 免疫学的相同性
〔 材料お よ び方法〕
1. 動物 ､ 材料 お よ び試 薬
感 作動物と して の ウ サ ギは 日本 白色種 の 雌性 ､ 体重約 2. 5 kgの も のを用 いた .
動物 に は 水 お よ び市販 の 固 形飼料 (船橋農場) を自由に 与え た . 精製 D H P-
Ⅰは 2 - 1 - l お よ び 2 - 2 - 1 で得た も の を用 い た ｡ そ の 他の 試薬は特級 を
用 い た ｡
2. 腎 D H P- I 抗体 の 作製
ラ ッ ト腎 D H P- Ⅰ に 対する 抗血清を No sh ir oら(
60)の 方法 に 従 い 作 製 し
/
た o 即 ち ､ 精製 腎 DH P - ∫, 0･ 2 5 n汐蛋 白と Fr e u nd s co m plete adju -
v a nt ( Sigm aC o . , USA)を等量 (Ⅴ/ V) 加 え ､ 充 分懸濁した後 ､ ウ サ ギ の
足 経 お よ び背部十数 ケ所 に皮下 投与 した . 投与 3 週 間後 ､ o. 1 3 呼 蛋白の 精製
酵素 を生 理 食塩 水溶液 と し耳静脈 - 投与 し補助感作 した o さ らに 一 週 間後 ､ ペ
ソ 卜 パ ル ビタ - ル 麻 酔下 ､ 預動脈 よ り全 採血 した ｡ 全血 から遠心 分離 に よ り血
球を除き ､ 得 られ た 抗血清 を 3 3% の 硫安分画 処 理 した後 ､ D E - 5 2 の陰イ
オ ソ 交換カ ラ ム を通 過 さ せIgG画 分 を得た ｡
3. 免疫学 的同定 法
免疫 ニ電 拡散 法 (オ ク テ ロ ニ - 紘) は ス ライ ドグ ラス 上 に 1?To の ア ガ ロ + ス .
ゲ ル を作 り ､ 常法 に よ り行 っ た(
61)
o
.
ィ ム ノ ダイ ト レ -
.
シ ョ ソ は 1 p g の 精製酵
素蛋 白に 対 し ､ 腎の D H P - I 抗体 ( IgG) を添加し ､ 4 ℃で
一 晩抗原抗体
反応さ せ た後 ､ 遠 心分離 (1 5, 0 0 0× g, 1 5 分) に よ り抗原抗体 複合体
を除き ､ 残存 して い る D H P - Ⅰ活 性を測定 する 事に よ り行 っ た o
〔実験結果〕
精製腎 D H P - I (K) お よ び肺 D H P - Ⅰ (Lu) と腎 D H P - Ⅰ 抗体(匠)
と の 間 の 沈降線 の 形 成 反応を免疫 二重拡散 法に より行 い ､ その 結 果 (写真) 杏
F ig. 2
- 1 Qに 示 した ｡ 腎 D H P
- I抗体 に 対し両精製酵素共沈降線を形 成
し ､ そ の 2 つ の 沈降線 は 互 い に 融 合 した ｡ ま た , 特 に示 さな い が 腎 D H P- Ⅰ
抗体 は腎 か ら精製 した ApM に対 し沈降線を形成せず ､ 腎の 可 溶性画 分に 対 し
て も - 本 の 沈降線 のみ形成したo 以上の 結果か ら腎 ･ 肺の D H P- Ⅰ が共 通 の 抗
原決定基を有 する 事 ､ ま た腎 D H P- Ⅰ 抗体が D H P - Ⅰ 紅 対 する特異的 抗体
で ある 事を示 して い る ｡
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Fig ｡ 2 - 10 Do ub le im m u n odif fu sio n a n alysis of
ant i- r e n al D H P- = a nt i bo dy(戻) aga in st pu r if ie･d
pulm o n a ry(Lu) a n d r e n a l(K) D ”P- I . T he a mo u nts
e mplo yed of a ntl - r e n al D日P - 工 a nt土body ′ pu rト
fied pu lm on a r y a nd r e nal D 日P- = w e r e 80 pg , 1 2
pg a nd 4 tlg Of pr otein ' r espec tiv ely ･
両精 製酵素と 腎 D H P - Ⅰ 抗体 と の 間 のイ ム ノ タイ ト レ ー シ ョ ン の結果を F ig.
2 - 1 1 に示 した ｡ 1 〟 9蛋 白の 腎及 び肺精製酵素 の も つ 活 性 は 1 0J( 9蛋白
の 腎 D HP - J 抗体 (I gG) に よ っ て 完全 に 消失 した . ま た両 酵素 の タ イ ト
レ - シ ョ ソ カ ー ブも ほ と ん ど等 しか っ た ｡ こ れ らの 結 果か ら ､ 腎 ･ 肺の D H P
- I は 共通 の 抗原決定基 を有 する ばか りで な く ､ D H P - Ⅰ 抗体 に 対 し等 し い
特異性を有する免疫学的 に ほ ぼ等 しい 酵素で あ る事が 明 らか と な っ た 0
1 0 0
dP
”
JJ
-rl
.5 5 0
＋J
U
A:
bl
己
･ rl
G
･ rl
Ed
∈
qJ
P弓
0
o 2 4 6 8
Ant i- Re n al D tl P- I Ant i body (u g)
1 0
F ig . 2 - 1 1 =m m u n ot i trat io n of t he a ct ivi t ie s of
pulm o n a ry a nd r e n al D 日P- I by a nt i- r e n al D 甘P- I
a nt i body
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第四章 考 察
グ ル タ チ オ ソ およ びそ の 抱合体の 代謝 に お ける第 二 段 階の 反応 ､ 即 ち Cv s -
GIy結合 の 加水 分解 に 関し て は ､ 1)グ ル タチ オ ン を構成 ア ミ ノ 酸 に ま で 分解 し
細 胞 へ の再 取 り込 み を可 能 に する ､ 2) グ ル タ チ オ ソ 抱合体を メ ル カ プツ ル 酸
(N - A c - Cys - Ⅹ)へ 変換 し排粧する ､ と い う意味か ら重要で ある . しか し ､ こ
の 加水 分 解反応 を触媒 する 酵素 に つ い て は本編 冒頭 で述 べ た様に 必 ず しも明 ら
か で な い o 本 編 に お い て ラ ッ ト腎 よ り D H P- I およ びA p M を同時に 高収 率
に 精製 した 割 こよ り ､ - 般 に 言 わ れ て い る d ipeptida s e (Le n - Le u 加水 分
解 酵素 な ど) と Cy s - Gly結 合 の 加 水 分解 を触媒 する 酵素と の 関係を明らかに し､
さ ら に こ れ ら の 酵素 の 性質 を明 ら か に する 事が 出来た ｡
D H P‾ Ⅰ ､ A pM の ラ ッ ト腎 か らの 全精製過程 に お い て ､ dip epti da s e
の 基 質 と し て よ く使 わ れ る Le u - L eu の 加 水分解活 性も測定 L たが､ そ の 結果
両 酵素 共 こ の 活性を有する事 が分 っ た｡ 即ち両 酵素 を は ぼ完全 に 分離 した D E
- 5 2カ ラ ム か らの 溶出 パ タ ー ソ (F ig. 2 - 3) に お い て ､ D H P- Ⅰ ､
ApM 活性の溶出曲線とLe u - Le uの 加水 分解活 性曲線 が 同様 な推移を示 した 事 ､
ま た D E - 5 2カ ラ ム 以後 の 各段 階に 両 酵素活性 と Le u - Le u加 水分解 の 比 が
等 しか っ た 事 ( Table 2 - l ､ Tab le 2 - 2) な どから ､ 両 酵素共 L e u -
Le uを加水分解する事が 分 っ た o こ れ らの 結果か ら ､ ジ ペ プチ ドで ある Le l い
Le uの 加水 分解 は腎 に お い て は D H P- Ⅰ と ApM によ っ て 触媒さ れ ､ そ の う
ち ､ Cy s I Gly 結合 酎 口水 分解 に 関与する の は.D H P - I であ る事 が明 らか と
な っ た ｡
D H P - Ⅰ ､ A p M共に 金属 キ レ ー ト剤で あ る o - phen
_
a nthr oljn e に よ
っ て 阻 害さ れ ､ 両 酵素活 性の 発現に 金属が 関与 する事 が示 され た . また両 酵素
共 A T P によ っ て も阻害 された o H ap-
e rら(62)qまA T P による酵素活性の 阻害は活
性部位 に 亜 鉛 (Zn) が存在 し ､ 酵素 - Zn - リ ソ 酸 (A T P) の 三慮複合体 を
形 成 する ため と報告 して お り ､ こ れら の 結果は 両 酵素 の 活性部位に 亜 鉛を含 ん
で い る 事を示 唆 して↓ ､ る ｡
D HP - Ⅰは ci la st a tin(63)や 還元 剤で ある dith iothr eitol によ っ て
特異的 に 阻 害さ れた が ､ ApM は阻 害 され な か っ た o 一 方 ､ A p M は既 に 報告
さ れて い る様 に be sta tin (
64)に よ っ て 特異的に 阻害 されキが D H P- Ⅰ に 対
する阻 害は 弱か っ た ｡ こ れ らの 結果か ら , 両 酵素 の 阻害剤に対 する特性が 興 っ
て い る 事が 明 ら か に な っ た ｡
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基 質特異 性 を検討 した 結果 ､ 酸化型 グ ル タ チ オ ソ (G S S G) の 代謝 中間 体
で ある Cy stin yト b is - Glyに 対 する 加 水 分解活 性は D H P
- Ⅰ の 方が A p M
むこ比 べ約 6, 0 00倍 高か っ た ｡ 還元 塾 グ ル タ チ オ ソ (G SH) の代謝 中間体は
cy s - Gly で ある が ､ Grif f ith
(65) や Or m st ad ら(
66)(W)(39) は 馴 こ お い て は
Cy stiny ト b is - Gly が グ ル タ チ オ ソ の 主 代謝 中間 体 で ある報告 して い る ｡
即 ち ､ 細胞 外 に 出た グ ル タ チ オ ン (細胞内で は glu ta th io n e r edu cta s e
かこ よ っ て 還元型 に 維持 さ れ て い る) は ､ 1)そ れ自体酸化 を受 け ､ G S S Gに な
り易 い ､ 2)腎に は 多量 の glu t ath io n e o xida s eが存在 し ､ G SH
一 寸 G S
S G の 反応 を触 媒 する ､ 3) 仮り に 還元型 の ま ま r- G T によ り ､ Cys - Gly に な
っ た と し て も ､ こ の 構 造 で は G SH 以上 に 酸化 され 易く ､ Cystiny ト bi s -
Gly と なる (F ig. 2 - 1 2)｡ 以上 の 理 由か ら腎の 実質紳胞外(血液中J 尿 中)
に お い て は , D H P- I が グ ル タ チ オ ソ の 生体内 で の 代謝 に 大 きく寄 与 し て い
る事 が示 唆され た ｡ - 1 方 ､ グ ル タ チ オ ン 代謝 - の 寄与 は 小さ い も の の Cy s -
Gly(還 元 型) の 加水 分解 に つ い て は 既 に 述 べ た様 に D H P
- Ⅰが 還元剤 に よ
っ て阻害され る 尊か ら ､ お そ らくCys - Gly 自体に よ っ て 不活性 化 さ れ ､ 未 検
討 な が ら D H P- Ⅰの Cy s - Gly の 加 水 分解活 性は低 い と思わ れ る ｡
1e uko trie n eD4 は ア ラ キ ドソ 酸 由来の Cy s - GlyのS - 置換体 で あり ､ こ
れ も D H P- Ⅰ に よ っ て Cys 体 (1e uko trie n eE4) に 加 水 分解 され ､ こ の
反 応は ApM では 触媒 さ れ な い 事 が分 っ た ｡ Kolle rら
(6 8) は ウサ ギ腎な どの ホ
モ ジ ネ - トを用 い て 1e uko trie n eD4 か ら E4 - の 変換 を観察 して お り ､ さ
ら に こ の 変換能 が ci la sta in に よ っ て 阻 害 され る 事も報敬 して お り ､ 著者 の
結 果と 一 致 した ｡ こ れ ら の 結果 は D王i P - Ⅰ が グ ル タ チ オ ン ば か り で な く ､ グ
ル タ チ オ ソ の S - 置換体 (抱合体)の 代謝 に も重要 な役割 を果 して い る事 を示
唆 して い る ｡
K o z ak ら(
23) は グ ル タ チ オ ン 代謝 関連 酵素 と して ジ ペ プ チ ド (Ala - Gly)
を 測定用 基質と して d ipeptida s eを精製 し ､ そ の構造 を分子量 4 5, 0 0 0 の
ホ モ ダイ マ ー と報 告 し て い る ｡ 本編 に お い て 著者 は d ip ep tide で あ る Le u -
Le u の加水 分解 活性 を失 う事 な く ､ D H P - Ⅰ と ApM を精 製 した ｡ し か し ､
そ の うち Cy s - Gly結 合 の 加 水 分解を触媒する D H P- Ⅰ は , 分子量 78.0 0 0
の ホ モ ダイ マ - 構造を有 し , Ko-z ak らの 精製 した d ip epti da s eと 同 一 の 酵
素 と は考 え られ な い ｡
D H P - Ⅰ活 性 の 分布 を検討 (第 三編 参照) した と こ ろ興 味 ある 事に 肺 で非
常 に 高 か っ た ｡ こ の 事実 は 従来 グ ル タ チ オ ソ の 代謝活 性 が 腎に お い て最 も高 い
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と され て い た事と矛 盾す る ｡ そ こ で ラ ッ ト肺か らも D H P - Ⅰ を精製 し ､ そ の
性 質を検 討 した ｡ 精 製方法 に 関 して は 腎 の 場 合と 同様 に 行 っ た が ､ 精製過程 に
お い て は D E - 5 2 カ ラム か らの 溶 出塩 濃度 (N aCl) が 腎 の 場合 は15 0- 2 0 0
m M に亘 っ て 溶 出さ れ て 来た の に 対し ､ 肺の 場 合 は 1 50 m M の所に 鋭く溶出 さ
れ た ｡ こ れ以外 は ほ と ん ど同様 な挙 動を示 した ｡ 肺 ､ 腎 D H P
- Ⅰ の 性質 を比
較 し Ta b le 2 - 9 に 示 した が ､ 両 酵素 と も は ぼ
一 致 した 酵素化学的性質を有
して い た o ま た 両 酵素 の 相同 性 を免疫 二重拡散法や イ ム ノ タ イ ト レ ー シ ョ ン に
Tab le 2- 9 Co mpa ris o n of pr ope rtie s betw e e npulm o n a ry a nd
ren al D H P- I
pr ope rty Pulm on a ry Re n al
Substr ate spe cl f ic土ty
工nhi blto r
Subun土t
s ubu n土t
Opt ima l
Optim al
str u ctu r e
m ole c ula r w eigh t
p日
te mpe r atu r e
工s o ele ctric points
Cystiny1 - b is - Gly′ Le ukotrie n e D4
C 土1a stat 土n
.
0 - Phen anヒhro1 1
Ho m od im e r
8 0
′
0 0 0 78 .0 0 0
ne
7. 4
No c ei l 土ng 亡e mpe r atu r e★
3 . 6′ 4. 5 3. 7, 4.1
★) The e n zym e activity in c r e a s ed with t he ele v at io n of
in c uba 亡io n te mpe ratu r e fr om 3 0 to 6 0
0
c
よる 免疫学的手法 に よ っ て も検 討 したか ､ 共通 の 抗原決定 基を有 し ､ ほ ぼ同 一
の 蛋 白で あ る事 が示 さ れ た o さ ら に 肺 D H P - Ⅰ に 関 し て は グ ル タ チ オ ン 抱合
体 の 代謝 中間体 で あ る N E M- S - Cys - Gly に 対す る加水分解活性も検 討 した が
Cystinyl - b is - Gly に 対する以 上 の Vm a x値を 示 し ､ 肺 D H P
- I も グ ル
タ チ オ ン お よ び そ の S - 置換体 の 代謝に 関 して 重要 な役割 を果 し て い る可能催
が 示唆さ れ た ｡
Ru t e nbu rg ら
(69)は γ - GT が 肺の 気 管支 上皮に 局 在 して い る事 を報告した｡
著者は 予 備的検 討 (未発表) に お い て ､ 肺 に お け る D H P- I の局 在 を 免疫組
織化 学的 手 法 で調 べ た と こ ろ ､ 気管支や 血 管の 上皮細 胞 に も存在 する事 を 見 い
出 し た ｡ 以 上 の 様に 肺 に お い て も腎 の 場 合 と同様r- G T と DH P - Iが共存する事
か ら ､ 肺 DH P- Ⅰもj旦 吐望 に お い て グ ル タ チ オ ソ お よ びそ の 抱合体 の 代謝 に
関与 する 吋 能 瞳を▲支持 して い る ｡ 肺で の Ieu kot rie ne の 生 理 的活性の重要性
に つ い て は 多く の 知見 が あ り(70)(71)､ こ の 事 か ら考 える と 肺 で の D H P - Ⅰ は
1e uko trie n eの 代謝 ､ 即 ち収縮活性 の 強 い 1e uko trie n eD4 か ら収縮 活性
の 弱 い 1e uko trie □ eE 4 - の 加 水分解 に 関与 し て い る 事 が考 え られ る (F ig.
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2 - 1 3) o 最近 モ ル モ ッ 卜
(72)
や ヒ ｢(68)の 肺 ホ モ ジネ - 卜 に よ っ て 1 e uk o -
t rie n eD 4 へ 変換 さ れ た と い う報告 が あり ､ ラ ッ ト以外の 他の 動物かこ お い て
も 肺の D H P- Ⅰ が Ie ukot rie n eの 代謝 に 関 っ て い る事が示 唆さ れる .
C O OH
C O O H
LT A4
回
Glu 〆
[亘司
レGSH ｡ H
/i
S
I
Cys - Gly
I
Glu
γ
- GT
OH
｢
S
C O O H
Cys -G)y
Act 土v a t土o n
[亘ヨ
D HP- I
ヽ
も
Gly
LTE一
† ｡H
T
- ⊥ L c o o n
S
I
Cys
I
Glu
CO OH
S
I
Cys
1
工na ct土v at 土o n
Fig . 2 " Metabol ic pat hw ay of le uko trie ne
(7 3)
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第三編 グ ル タ チ オ ン 代謝関連酵素 の 種差 ､ 性差 お よ
び臓器分布
グ ル タ チ オ ン 代謝 の 初発酵素 で あるr - GT に関 して は 多 く の 晴乳 動物 の 腎 で
高 い 活 性 を 有して い る 事や ラ ッ トに おけ る活 性の 臓器 分布 な ども既 に 検討され ､
発 癌時 の 肝 や 胎 児肝(
74)(75)な ど で 高い も の の 通 常腎 が非常 に 高い活性を持 つ 事が
明 らか に さ れ て い る ｡
(14)
一 方 ､ 第 二 段 階の 反応 で ある Cy s - Gly結 合の 開裂 を触媒する酵素に 関 し て
ほ ､ dip eptid a s e 活性 を持 つ もの と して D H P
- Ⅰ や A p M (第 二編 で 示 し
た) ､ ま た ､ ジ ペ プ チ ドな どの 測 定 用 基質 の 分 解 か ら定 義 さ れた加 水分解酵素
な ど の 関与 が報 告さ れ て い る . 著者は 第 二前 に お い て ､ こ れ ら の 酵 素 の う ち
D H P- Ⅰ が グ ル タ チ オ ソ お よ びそ の 抱合 体 の 中間 代謝物 で あ る Cys - Gly体 を
効率 よ く加水 分解 する 事 を示 した ｡
そ こ で ､ 本編 に お い て ､ r - GT お よ び D H P - Ⅰ活性 を 中心 に 腎に おける種差 ､
性差 ､ ま た ､.ラ ッ ト に お ける各臓器
の活 性分布を検討 した ｡ そ の 結果 ､ こ れ ら
の 酵素 が い づ れ の 動物 の 腎 に も存在 する 事 ､ さ らに 興味 ある 事に ラ ッ ト紅 お い
て D H P- Ⅰ活 性 が 肺で 非常 に 高 い 事を見 い 出 し た ｡
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第 一 章 腎r - G Tお よ び D H P- Ⅰ 活性 の礎差､ 性差
〔材料 お よび 方法 〕
1. 動物 ､ 試薬お よ び試料 の 調製
サ ルは カ ニ クイ ザ ル ､ 雄( 4. 7 kg､ 4. 5 kg) ､ 雌( 4. 3 ､ 3. 5 kg)を 2頭
づ つ
､ イ ヌ は ど - グ ル 系 ､ 雄 ( 約12 k9)､ 雌( 約11kg)を 4 頭 づ つ ､ モ ル モ
ッ トは ハ - ト レ ー 系 ､ 雄 ( 約305 8).､ 雌(約
3009) を4匹 づ つ ､ ラ ッ ト
は S D系 ､ 雄 (約 200 9 ) ､ 雌 ( 約1 B Og) を4 匹 づ つ ､ ま た ､ マ ウ ス はd d Y
系 ､ 雄( 約309 ) ､ 雌 (約299 )を 4 匹 づ つ 用 い た ｡ 全て の 動物 は実験 忙 供
する まで 水 お よ び 市販の 固形試料 ( 船橋農場 ) を自由に 与え.た .
測定用試料 の 調製は 次 の 様忙 行 っ た . サ ル ､ イ ヌ に 関して は ベ ン ト パ ル ビ
タ - ル麻 酔下+ そ の 他の 動物 は ジ ュ テ ル エ - テ ル麻酔下 ､ 頚動脈放血ケこ よ り
犠殺 し ､ 直 ち¢こ腎 を摘 出した ｡ 腎は 氷冷下 ､ 肉眼的 忙 髄質部を除去 し ､ 皮質
部 の みを 直ち に - 20℃で 凍結し ､ 測定するまで 保 存した ｡ 測定前計こ融解 し ､
5 0m M Tris - H Cl緩衝液 ( pt‡7, 4) を 加え ､ グ ラ ス テ フ ロ ン ホ モ ジ ナイ ザ -
を用い て ､ 10% ホ モ ジ ネ - トを調製 し ､ こ れ を適 宜希釈して 実験忙 用 い た ｡
glycy.
1dehydr ophe nylala nin e(G D P A)ほ 合成 して 用 い (2
- 1 - 1
参照 ) ､ そ の他 の 試薬 は全て 特級を用 い た ｡
2. 酵素 活性 の 測定
(16)
r
- GT 活性の 測定 は Orlo w sk iら の 方法忙 準 じ作られた 測定用 キ ッ ト､
TG
r
r P テス ト パ ッ ク ｢三 共+ (三 共㈱､ 基質 : r- gluta myl- p - nitr o -
a ni■1ide)を用い て 測定 した ｡ D H P- Ⅰ活性 の 測定は 2 - 1 - 1 で 述 べ た o 活
性 測定qこ 関する反 応条 件 ､ また 酵素量 の 表記法と もケこ 2 - 1 - 1 で 述 べ た o
Tab le 3 - 1 Spe cie s a nd s ex dif fer en ce of y
- GT a ct ivi ty
土n t he r a七 k 土dn ey
A ct 土Ⅴ土七y (u ni t/冒-t is s u e)
Spe cie s n Male Fe m ale p
Mo nkey I
Dog
Guin e a pュg
Rat
Mo u s e
2
4
4
4
4
2 1. 5′ 2 3. 2
3 9. 5 ＋ 4. 2
2 2. 5 土 2･ 7
3 40 . l ＋3 2. i
1 1 3. 0 十 7. 3
2 3. 6′ 21 . 7
43. 6 ＋ 5. 5
1 7. 9 ＋ 2. 5
3 6 4. 9 ＋3 6. 4
7 7. 5 土 5･ 4
n . S ●
n ● S ●
n . ら .
n ● S .
0. 01
〔実験結 果〕
腎 1 9 当り の r - GT 活性 の 種差 ､ 性 差を Table 3 - 1 忙 示 した ｡ 種差に 閲し
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て は ､ ラ ッ トが極め て 高く モ ル モ ッ ト
ー
の 約1 5倍を示 し ､ マ ウ ス ､ イ ヌ の 順 に 低
下 し ､ サ ル ､ モ ル モ ッ トが は ぼ 同程 度で 低 か っ た ｡ 性差に 関し て は ､ マ ウ ス 忙
お い て 観察さ れ ､ 雄 が雌 の 約 1. 5 倍と 高か っ た が ､ 他の 動物 で は性 差は 見ら れ
な か っ た ｡
D H P- Ⅰ悟性 の 種 差 ､ 性 差を Table 3 - 2 に 示 し た ｡ 種差ケこ関 して ､ サ ル で
高く ､ モ ル モ ッ ト ､ イ ヌ の 順 に 低 下 し ､ ラ ッ ト ､ マ ウ ス は 捻 ば同程 度で 低 か っ
た ｡ し か し ､ r - GT 程 の 種 忙 よる値の 差は 見ら れず ､ 最 も低い マ ウ ス 忙 比 べ サ
ル は 6 - 7 倍の 活性 で あ っ た ｡ 性 差 に 関し て は全 て の 動物で 認め られ なか っ た ｡
Table 3 - 2 Spe cie s a nd s ex d i f fe r e n c e of D HP
- = a ct iv i ty
土n the r at ki dn ey
Spe cie s n
生 地
Male Fe m ale p
Mo nkey
Dog
Guin e a.pig
Rat
Mo u s e
2
4
4
4
4
6 . 9 3
.
7 . 4 9
2 . 3 0 土 0･ 2 7
3 . 6 7 土 0. 1 9
1 . 3 4 土 0. 0 8
0 . 937＋ 0 .1 1 5
5 . 0 0′ 4. 7 0
2 ･ 8 5 土 0 ｡ 2 2
3 . 5 8 土 0 . 2 2
1 . 6 1 土 0 .1 6
1 + 1 2土 0 .1 8
n ● S
n . S
n . S
n . S
n . ら
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第 二 章 ラ ッ トに お けるT - G Tお よ び D H P- Ⅰ 活性 の
臓器分布
〔材料 お よ び方法〕
1. 動物 ､ 試薬お よび試料 の 調製
ラ ､ソ トは S D系 ､ 雄性 ､ 体重 200- 2509を 4匹 用 い た ｡ 試料 の 調製は次
の 様ケこ 行 っ た o ラ ッ トを ジ ュ チ ル エ ー テ ル 蘇酔 下 ､ 頚動脈放血中こ よ り犠殺 し ､
直ち に 各臓器を摘 出 した o 各臓器 は 氷冷下 ､ 50m M Tris - HCl緩衝液( pH
7･ 4 )を添 加 し ､ グ ラ ス テ フ ロ ン ホ モ ジ ナ イ ザ ー を用 い て ､ 10% ホ モ ジ ネ -
トを調製 し ､ - 20℃ で 凍結保存 した . 測定 は ホ モ ジ ネ - ト調製 後数 日 以内忙
行な い ､ 測定時に 融 蝕し ､ 適宜 希釈 し実験中こ用 い た ｡
GD PA は 合成 して 用い ､ そ の 他 の 試薬は全 て 特級を用 い た ｡
2. 酵素活性 の 測定
r
- G T 活性の 測定ケこ つ い て は 3 - 1( 前章)で 述 べ た o D H P- Ⅰ活性 の
測定 に つ い て は 2 - 1 - 1 で 述 べ た ｡ そ の 他の 活性 測定に 関する反応条件 ､
ま た酵素量 の 表記法 と も 2 - 1 - 1 で 述 べ た ｡
〔実 験結果〕
ラ ッ トの 各臓器 の r- GT 活性 お よび D H P- Ⅰ活性を測定 し ､ 臓器組織 1 9当
りの 酵素畳 を ユ ニ ッ ト数 で 表わ し, Tab le 3 - 3 ケこ示 した . r- G T括性 は既ケこ
報 告さ れ て い る様忙 腎で 極め て 高く ､ 鮮 ､ 小 腸と 続き ､ その 他の 臓器 で は低 か
っ た ｡ D H P- Ⅰ活性 は興味 ある事 忙 肺で 最も高く ､ 腎も ほぼ 同様ケこ 高か っ た ｡
肝 や 肝ほ 肺や 腎の 15 - 20%程 度の 活性を有 し ､ その他 の 臓器 で は さ らvL 低か っ
た o 血費 中忙 r - GT 活性 は 認め られ な か っ た が ､ D 班P - Ⅰ活性 は低い な が ら認
め られた ｡
以上 2 つ の 酵素 活性 の う ち ､ r - GT 活性 忙 つ い て は 腎で 肝の 約4000倍と大き
な 臓器特 異性 が 観察された が ､ D H P- Ⅰ活性ケこ つ い て は 血祭を除くと ､ 十数倍
程 度の 臓器差 しか 観察 されな か っ た ｡
- 61 -
Tab le 3 - 3 0r ga n d istribu t io n of y - G T a nd D H P- I
a ct 土Ⅴ上土土e s 土n r at
y - G T D 日P- I
(u nit/g tis su e) (u nit/g t is s u e)
K土dn ey
Liv e r
Lu ng
Pa n c r e a s
Br ain
Sm al l 工n ヒe st in e
Pla s m a★
5 5 0. 6 土 7 2. 3
0 ｡ 1 20＋ 0｡ 013
0 ｡ 88 5＋ 0｡ 0 4 7
5 8･ 3 土 8 . 0
0 . 8 71 ＋ 0. 0 3 2
1 . 9 5土 0. 19
N . D .
1 ｡ 73 土 0 ｡ 16
0 . 3 65
1 . 8 3
0. 2 48
0 . 174
0｡ 14 8
土 0 ｡ 0 30
土 0 ｡ 0 5
土 0 . 15 0
土 0 ｡ 0 1 2
土 0 ･ 0 4 8
0 . 0 2 7土 0 . 0 0 7
★ u nit/ml
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第三 章 考 察
腎 r - G T活性 の 種 差 忙 関し て は ､ ラ ッ トが 特ケこ高い 事 が今回 の 結果か ら も確
認 され ､ ま た マ ウ ス で も高か っ た (Tab le 3 - 1)｡ しか し ､ ラ ッ ト腎ケこお け る
こ の 様な高い r - GT 惰性 は ､ 血 液中か ら糸球 体液過さ れ尿細管紅 蓮する グ ル タ
チ オ ン (GS H､ GS SG を 含む)やそ の 抱合体を分解する の なら充分 (約1000
倍 以 上高い)で ある 寒 が 報告さ
.
れ て おり(7 6)(77)､ モ ル モ ッ トや サ ル の 様仁一ラ ッ ト
の 数% 程度しか 腎に 存在 しな く て も ､ な お充分で ある と 考えられる ｡ 性 差ぐこ つ い
て は マ ウ ス 以 外で は認 め られず ､ マ ウ ス で30%程 度雄の 方が 高か っ た ｡ 以上 の 様
忙 腎 r - GT 活性 は種差は ある もの の ､ い づ れも尿細管勝 仁 存在する 基質を分節
する 忙 は■充分畳 存在する ｡ 性差は 観察さ れ ない か ､ また は小 さく ､ 腎 r- G T活
性 は 同種忙 おい て ほ ぼ - 定の 値で あ っ た ｡ こ れら の 結果は ､ 腎 r - GT が単 忙 血
液 中に 存在する 基質 (グ ル タ チオ ン お よ び その 抱合体)の 代謝忙 の み存在する
の で ない 事 を 示 唆し て い る ｡
D H P- Ⅰ活性 忙 関 して は種差 ほ小 さ く ､ ま た性 差は全く認め られ な か っ た
(Tab le 3 - 2) . 第 二編 で も述 べ た 様ケこ こ の 酵素は 7
- G T と共忙 ､ グ ル タ チオ
ソ お よ び その 抱合体 の 代謝 忙 深く 関 っ て い る 事を示 し た が ､ r - GT DHP - Ⅰ
の 酵素 活性 の 種差は全 く 一 致し な か っ た o 即ち r- G T活性の 最も 高い ラ ッ.卜忙
お い て ､ D H P- Ⅰ活性は 他に 比 べ 低 か っ た ｡ しか し ､ 腎忙 おける こ の 酵素の
c apa ci ty は未検討で ある が ､ 第
一 編 忙 おい て ､.NE M
- S - G とラ ッ ト腎ホ モ
ジ ネ - トをイ ン キ ュ ベ ー 卜 した 結果 ､ N E M- S - Cys - Gly が ほ と ん ど検出さ
れな
■
い 事 か ら ､ ラ ッ トケこ おい て も充分量の 活性 が存 在する と考え ら れる .
T
- GTお よ び DH P - Ⅰ惰性の 臓器分 布ほ ､ r - G T忙 つ い て は既ケこ報告さ れ て
い る疎に ､ 腎や 肝で 高く ､ 続 い て 小 腸と い っ た活性 分布 を示 し ､ DH P- Ⅰは 腎
で は 共忙 高い もの の r - G Tと は異 っ た 活性分 布を示 し ､ そ の
一 つ 忙 肺ケこ おけ る
高 い 活性 が 注 目さ れ る ｡ こ の 結果は ､ 第二編 で 考察 した 様に DHP
- Iが
1e ukotrie n eの 代謝忙 関与 して い る番 を考え 合わせ る と非常忙 興味深い . ま た ､
r
- G T活性 が 存在し ない 血 寮 中忙 DHP - Ⅰ活性 が 見られた事 は ､ 第
一 編で 血 祭
茸 白中忙 存在する NE山 一 s - Cys
- Gly か ら N E M- S - Cys へ の 変換活性が
D H P- Igこ よる もの で あ る事 を示 唆して い る ｡
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第四垢 デ ヒ ド ロ ペ プ チ ダ ー ゼ T I の 腎に お ける局在と
細胞 レ ベ ル で の グ ル タ チ オ ン 代謝 - の寄与
グ ル タ チ オ ン お よ びそ の 抱合体 は 肝か ら胆 汁 中 - 排赦 さ れ る か ､ また は 血 液
中に 放 出 され る . 血 液中に 出た もの は ､ 第 一 編 で 述 べ た 様ケこ腎ばか りで な く ､
他 の 臓器 ( 樽ケこ 肝 )で も代謝 さ れ る事 も 明 らか と な っ た ｡ しか し ､ 第 一 編 で も
述 べ た 様に グ ル タ チ オ ン 代謝 の 場 と し て 腎が 中心 的な 臓器 の 一 つ で ある 点に は
異論 は な い ｡ ただ し ､ 腎 に お け る グ ル タ チ オ ソ 代謝 忙 つ い て も こ れ ま で は 血 液
中か ら糸球体液 過 さ れた 後 ､ 尿細管鮭で r - GT に よ り代謝が 開始する と考 えら
れて い た が ､ 最近で は 尿 細管鮭よ り ､ 主 と して 傍糸球体 空 間(血 管腔)で 行な
(76)
われる と い う報 告もあ る ｡ こ れを 支持 する 観察 と して ､ ㍗ - GT が尿 細管の 刷子
(78)
縁膜上皮ば か りで なく ､ 基底 膜ケこも存在する 事 が報告さ れ て い る o
D H P- Ⅰは その 精製酵素ケこ お け る基質特異 性 か
'
ら グ ル タ チ オ ン お よび そ の 抱
合体 の 代謝 中間体 で あ る Cys
- Gly体 の 加 水 分解を触媒 して い る 事 が 明 ら かと
な っ た ｡ ま た ､ こ の DHP - Ⅰが ラ ッ トを始 め 他 の 動物 の 腎 忙 も 共通 に 存 在し ､
さ ら 忙 ラ ッ ト忙 おい て は腎や 肺忙 高い 活性 を持 つ 他 ､ 他 の 臓器 に もそ の 活性 が
広く 分布 して い る事 も明 らか とな っ た ｡
そ こ で 本編 に お い て ､ 先 ず免疫組織 化学的 お よび生 化学的 手法 に よ り ､ 腎忙
お け る D H P- Ⅰの 局在を検討 した ｡ つ い で 単 離腎細胞 と特 異的 な酵素的阻害剤
を組み 合わ せ ､ グ ル タ チ オ ソ 抱 合体代謝 に 対する D H P- Ⅰの 寄与 を ､ 腎忙 存在
(79)
し 基 質 特異 性 の 広 い. peptida s eで あ る Ap M と 比 較 し ､ 検討 した ｡ さ らに 腎
ホ モ ジ ネ - トを 用 い て は ､ グ ル タ チ オ ソ 抱合体 以外の 基質ケこ つ い て も 検討 を行
っ た ｡
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第 一 章 腎に お ける D m P- Ⅰ の局在
4 - 1 - 1 免疫学的手法 に よる DHP - Iの 局在
〔材料 お よ び方法〕
1. 動物 お よ び試薬
ラ ッ トS D系 ､ 雄性 ､ 体重 2009 の もの を用い ､ 飼 育条 件などは 1 - 1 -
1ケこ述 べ た ｡ 抗体は 3 - 3 - 2 で 得た IgG 両分を用 い た . そ の 他の 試薬は
全て 特級を用い た ｡
2. 組織切片の 調製 お よ び免疫組織化学的染色
ラ ッ トを ジ ュ チ ル エ - テ ル 麻酔 下 ､ 質 動脈 よ り放 血 ､ 致死 後 ､ 直ちqこ 開腹
し 腎を摘出 した ｡ 3 - 5 孤耽角ケこ 細切 し ､ ドラ イ ア イ ス ー ア セ ト ン 中で 瞬時 紅
凍 結した o 以後 ､ Fig. 4 1 の 示 す方法 で 組 織標本を作製 した o 即 ち ､ 上記
で 得た 凍結組織を 0 ･ C ･ T ･ C o mpo u nd(Lab- Tek Pr odu cts ､ U SA) 如こ
凍結包埋 し ､ ク リ オ ス タ ッ 卜忙 より約 6 p m の 超薄 切片を切 り出 し ､ あ ら か
じめ 卵白処 理 し て ある ス ライ ドグ ラ 利 こ密着 さ せ た ｡ こ の 切片を2 0分 間 ア セ
ト ン 中忙 浸し組織を閤定 し た ｡ さらに 内在性 の Pe r o xi das e括性を 消去する
(80)
た め に ､ 0･ 3 % H202 を含 む メ タ ノ ー ル 中忙20分 間浸した ｡ こ れ以後発色ま
で の 操作は AB C(a vidin ‾bi
,
o
8壬,in pe r o xi da s e c o mple x)キ ッ ト(VeLCtO r,
Labs ･ ､ u S A) 忙 よ っ
1
T 行 っ た o1 発色は H202 と2 - a min obe n zidl n eを基質と
し ､ 酵素ケこ標識さ れた Pe roxi da s e忙 よ り 不溶性 の 色素を生 成する反応 を用
(821
い た ｡ そ の 後 ､ - マ ト キ シ リ ソVこ より核 を染色 し た .
〔実験結果〕
免疫組 織化学染色ケこ よ る ラ ッ ト腎忙 お ける D H P
- Ⅰの 局在を F ig. 4
- 2 忙示
した ｡ Pan el a ほ 一 次抗体 と して DH P - Ⅰ抗体を用い て 発色さ せ た 写真で ､ 近
位 尿細管刷子 縁の うち 一 部 が 強く発色した ｡ しか し ､ 近位尿細管で も発色し な
い 部分 もあ り ､ こ の 結果は D H P- Ⅰは 近位尿 敵管の 縦 方向忙･均等 忙 存在 して い
る の で は な い 事 を示 唆し て い る ｡ ま た 尿 細管の 基底 膜や 傍糸球体領域 で も発色
-した が ､ 遠位尿細管 で は ほ と ん ど発色 し なか っ た o Pa n elbほ 一 次 抗体 の 代わ
り 忙 , 未処置 ウ サ ギの 血清を用 い る 以外同様 な操作を 行な い 発色きせ た写 真で ､
切 片上 忙 有意な発 色は 観察さ れ な か っ た ｡ こ の 事 は Pa n el aで の 発色 が D H P- Ⅰ
ケこ特異 的で ある事 を支持 して い る ｡
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F ig . 4
- 1 Pr o c edu r e of im m u n oh isto che mic al staining
(A BC M ethod)
組 織の 急速壊結(Dry - ic e Ac eto n eHe x a n e)
J
Cryo stat に よる 切 片の 作成 (6/上m)
J
風乾 ､ 室温 に て30分
J
Ac eto n e固定 ､ 4 ℃ ､ 20分
1
内在性 Pe r o xi da s eの 不 活性 化処 理 (0. 3%'H202 in Metha n ol､ 20分)
1
洗浄 ( 冷0･ 05 M P BS pE7. 6､ 4 ℃ ､ 5 分 ) × 3 回
J
B1 0 Ck ing 血清 処 理 (正 常血清 ､ 室温 ､ 20分 )
J
･ - 次抗体 (D H P- I抗体 )処 捜 ､ 室温 ､ 30分
J
●
洗浄 ( 冷0. 05M P BS pH 7. 6, 4 ℃ ､ 5 分 ) × 3 回
J
B iotin 化 二 次抗体 処理 ( 室温､ 30分 )
J
洗浄 ( 冷0. 05M P BS pH 7. 6､ 4 ℃ ､ 5分) × 3 回
1
Avi d in - Pe r o xida s eCo mple x 処 理 ( 室温､ 45分 )
J
洗浄 ( 冷0. 05M P BS pH 7. 6､ 4
o
C､ 5分 ) × 3 回
J
発 色処 理 (室温 ､ 30分 )
上
水 洗 ､ 5分
J
核染 色
J
脱 色 ､ 封 入
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Pa n el a Pa rle b
F ig.4
- 2 lm m urlOhisto chemie al lo calizatio n of D II PII in ratki dney, Pa n el a(×4 00)sho w s a se ctio n which wa s
e xposedtothe anti-fe nal D t 7 P-Ia ntibody. Pa n el b(×2 0 0)shows a c ontr ol fo rPa n ela,in which n or malT ab bit
scr u m w as used in tead ofthe a ntibodyint he Al 3 Crn ctt10d. G ,glo m en)lus; P, pro xlm altubde; D, distil tubulc;
I,jlユXt aglo m e ru1arlegio n; D B, brush bo rder m e mbr an e;71 L, basolateral m e 血bra n e･
4 - 1 - 2 生 化 学的手 法 に よ る D Ii P- Ⅰ活性 の 局在
〔材料 お よ び方法 〕
1. 動物 お よ び試 薬
動物 お よ び試 薬 に つ い て は 2 - 1 - 1 で 述 べ た ｡
2. 膜小胞 の 調 製
(83)
腎 の 刷 子 縁膜小脇は Bo othら の 方法 に 若 干 の 改良を 加 えた 方法 で 調 製 した o
即 ち , Mgc12 の 代わ りに CaC12 を用 い ､ 遠 心 分離操 作を組み 合 わせ たCa
2＋
(84)
沈澱法 忙 よ り行 っ キ o 基底 膜小胞は In ui らの 方法 忙 従 っ た c 即ち , 簡単 な
遠心分 離操 作 忙 よ-り粗 精製 膜面 分を 得た 後 , Pe r c oll(P ha r m aciえ､S w e
de n) 密 度勾配 (20, 0 005 ､ 30分 ) に よ り分 離 し ､ 精製基底膜小泊 を 得た ｡ 但
し ､ Perc oll濃度は15% で 行 っ た ｡
3. 酵素活性 の 萌]J定
D fI P- I, rJGT 活性 の 測定 は 2 - 1 - l で 述 べ た o :(Na
＋＋K＋)A T Pa s e
(85)
括性 は Jdrge n s e nの 方法ケこ 従 い , Ou abain 感受性 A T Pa s eと し て 測定 し
た . 測定条 件 ､ ま た 酵素量 の 表 記法と も 2 1 1 - 1 で 述 べ た o 蛋 白定 邑ケこ つ
い て は 3 - 1 - 1■で 述 べ た ｡
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分画 し た時の 各 西分 の D H P- Ⅰお よび (Na＋＋K＋)A T Pa s e晴性 を Fig.4 - 3
に 示 し た . D H P- Ⅰ活性 は 基底膜 上に 存在する (Na＋ ＋K＋)A T Pa s e活性 と 一
致し た 西分 忙 存在し ､ 両 酵素 活性 の 強さ が 比 例 し た事 か ら ､ D H P- Ⅰ括性 が 刷
子 縁膜ば か り で なく基底 膜上 忙 も存 在する事 が 明 らか と な っ た ｡
4 - 1 - 3 小 括
ラ ッ ト腎ケこ お ける D H P- Ⅰの 局在を検討 した 結果 ､ 以下 の寒 が 明 らか と な っ
た ｡ 即 ち ､
1. 免疫組 織化 学的 手法 に よ り ､ D H P- Ⅰが 酵素蛋白と し て ､ 近位尿細 管刷子
縁膜の 一 部(お そ らく 系球体か ら へ ン レ の ル ー プ に 至る ある部分)と 基底 膜
に 存在 して い る寒 が観察 され た ｡
2. 生 化学的 手法 で 単 離し た刷 子 縁膜お よ び基底 膜小 胞の 南 画分 忙 有意なD H P
- Ⅰ 活性 が認 め ら れ た ｡
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第二 章 単離腎細胞 および腎ホ モ ジ ネ - 卜を用 い たグ ル タ
チ オ ン関連化合物の代謝
4 - 2 - l 単 離腎細胞 に よる グ ル タ チ オ ン 抱 合体 の 代謝
1
､ 動物 お よ び試 薬
ラ ッ トは
.
S D 系 ､ 雄性 を用 い ､ 飼育条件な どは 1 - 1 - 1 に 述 べ た ｡
N- et hyl〔 2. 3 -
14 c〕 m aleimi de - S - glutath io n e(
14 c - N E M- S - G)
お よ び
1 4
c - N EM - S - Cy s - Gly は 放射 活性 な el hyl 〔2, 3 -
1 4
c〕
m alei mi de を用 い 1 - 2 - 1 に述 べ た 方法 で 合成 した ｡ ま た N E M- S - Cys は
1 - 2 - 1 に述 べ た方法 で ､ NE M - S - N - a c etylcystein eはCys の代わ り に
N - acetylcystein eを用 い , 同様な 方法 で 合成 した ｡
2
､ 単離腎細胞..の 調製 お よび反 応条件
単 離腎細胞 の 調製法 は 1 - 1 - 1 に述 べ た o 単離 腎細胞 と の 反応 は ゆ っ く り
振と う する (1 分 間 ､ 紛3 0回) ポ リ カ ー ボ ネ ー ト製 (Nalge ､ USA) の 三 角 フ
ラ ス コ 中 , 95% 02 ＋ 5 % C O2 気流下 , 37℃ で行 っ た . 反 応液は 50iM の基質
(
14
c - N E M- S - G ま た は1 4c - N EM - S - Cys - Gly), 単離腎細 胞 (.0. 5
-
1･ 0 呼 蛋白/訊B) を25rrM Hepe sと 2%(W/V)の牛血清ア ル ブミ ン (BSA) を含
むKr ebs - He n selite緩衝 液 5 机Bに 混合 し ､ 必 要 に 応 じて 阻 害剤 を加 え た ｡ 一
定時 間反 応さ せ た 後反 応液 中か ら細胞 を分 離す る ため , 一 定量 の 反 応液 を有機
溶媒層 (n - butylphthalate : din o nylphthalate - 8 : 2) に 重層 し ､ 1 5, 000×
9 , 30秒 間遠心分 離 した ｡ 上層 泳 層) を 一 定 量 採取 し ､ 4 倍量 の エ タ ノ ー ル を
加 え除蛋白
◆
した後 ､ 代謝 の 同定 , 定量 を行 っ た ｡ また 細胞内 へ の 取 り込 み量 の
測定 は有扱溶媒層 に よ る遠心分 離 ･o)後､ 沈漆 ( 細胞部分) を上層が 混 ざ らな い
様 に 採取 し ､ そ の 後直接 液体 シ ソ チ レ ー シ ョ ソ カ ウ ン タ ー で 測定 した .
3 ､ 分 析 方 法
N E M- S - G､ N E M- S - Cys - Gly､ N E M- S - Cys お よ び N E M- S - N -
a c etyl - Cys の 同定 , 定量 は 1 - 2 - 1 で 述 べ た o
〔実 験 折 果 〕
D H P- Ⅰ 晴性 の 阻 害剤 で あ る cila statin と ApM 活性 の 阻 害剤 で あ る be sta -
tin の 単 離腎細胞 のV ia'bilit卵こ対 す る影響 を Fig. 4
- 4 に 示 した ｡ 実 際に こ こで
行 っ た実験条件 下 で は両 阻 害剤 共 に 細 胞 の V iability に 影響 を与 え な か っ た ｡
ま た Cys体 (
14c - N EM - S - Cys) の 細 胞取 り込 み能 に対 する両 阻害 剤 の 影
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響 を検討 した 結果を 即 g. 4
- 5･ かこ示 した o 阻 害剤無添 加の 時 の 取 り込 み の 初速
度 を 100 と した時 の 値 で 示 す と ､ be statin は 1 ITM まで の 濃 度で 取り込みに 影
響を与 え な か っ たが ､ ci la stat.in で は 1 m M で約30% ､ 0･ 1 m M で約10% の 取
り込 み 阻害が観 察され た ｡ 以上 の 結果 をも と に して , 単願腎細胞実験に お け る
cila statin お よび be statin の 濃 度を0. 1 m M , 1. O m M と した ｡ 代謝物 の 検討
は全 て 細胞 外液中の もの を測定 した が ､ 細胞 内 - の 取 り込 み量 は 最大 (阻害剤
無添 加 の 反応 開始 5分後) で 添加 した総放 射能 の 4 % 以下で あ り , 0･ 1 m M
cila statinが阻 害する 取 り込 み量 は , 代謝物 の 生 成量 に は はと ん ど影響を与えな
か っ た ｡
単離腎細胞 に よ る
1 4c - NE M - S - G の 代謝 と ､ こ の反 応をこ対 す るcila statin
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F ig . 4 - 5 Ef fe ct of ci la sta t in a nd
be s亡a 亡in o n the uptake o王
14
c -
N E M- S - Cys by r at r e n al c el ls
の 影響 をF ig. 4
- 6 に示 し た ｡ Fig. 4 - 6a に 示 す様ケこ単離 腎細 胞 とイ ソ キ ュ ベ ー
卜す る事 に よ っ て , 反応液中 の
14c - N E M- S - Gは 急速 に 消失 した o こ の 消
失に 伴 っ て ､ 先ず
1 4
c - N E M- S - Cys - Gly が生 成 し ､ 反応開始 後約 3分で
ほ ぼ 一 定 濃度と な っ た ｡
1 4c - N E M- S - Cys は
1 4c - N E M- S - Cys - Gly
の 生 成 よ り や や 遅れ た が , ほ ぼ直線的 に 生 成 し ､ 5 分 後に は
14′c - N E M- S -
Cys - Gly の 濃 度よ り高く な っ た . 一 方 , こ の 反応 系に cila statin を添 加した
場 合 (Fig. 4 - 6b)､
1 4c - N E M- S - G の 消失速 度むこ は全 く影響 な か っ たが ､
1 4c - NE M - S - Cys - Gly が反 応液 中に 蓄積 し , 5 分 後 に お い て も
1 4
c -
NE M - S - Cysの 濃度 の 約 4倍 存在 し た ｡
以 上 の 統覚か ら
14c I N E M- S - G の 代謝 に お い て ､ D HP - Ⅰ活性 を阻害
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(cila statin 添加) する 事に よ っ て 1
4
c - N E M- S - Cys - Gly か ら
1 4c - N E M
- S - Cys - の 加 水分解 が 抑制 さ れる事が 示 さ れ た o
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∈
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Fig . 4
- 6
(b) ＋C 土1a sヒa ヒ土n
@ NEM - S - G
廿 N E M- S - Cys - G Iy
廿 N EM - S - Cys.
1 3 5 0 1 3 5
=n c ubat io n t imi ( min )
Ef fe ct o f ci la sta亡1n o n the m etabol ism of
1 4
c -
N E MJS - G by r at r e n al c el ls
次 に 1 4c - N E M - S - Cys - Glyを基質と して 同様 の 実験を行 い ､ こ の 反応に
対す る cila statin お よび be statin の影響を Fig. 4
- 7 忙示 した . Fig･ 4
- 7a
に 示 す様 に ､ 単 離腎細胞 とイ ソ キ ュ ベ ー 卜する 事に よ っ て反 応液 中 の
14c -
NE M- S - Cys - Glyは経時的に加水分解さ れ ､
1 4c - N白M - S - Cys や N E M- S -
N - a c etyl
- Cys が生 成 した ｡
1 4c - N E M- S - Cys - G lyの 加水 分解 は cila s-
tatin 添加 (Fig. 4
- 7b) に よ っ て 強く 抑制 され た が ､ be sta tin 添加 (Fig. 4
- 7 c) むこ よ っ て は わず か に 抑制 された だ け だ っ た . Fig. 4 - 7d に は両阻 害剤
を同時 に 添 加 した場 合 の 代謝 に 対する 影 響を示 した が ,
1 4c - N E M- S - Cys -
G ly の 加 水分解 に対 し cila statin単 独添加 に 比 べ や や強 い 抑制が 観察さ れた ｡
こ の実 験に 用 い た単離 腎細胞 に 同濃 度 の 阻 害剤 を添加 した時 の DH P- Ⅰ お よ び
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ApM 活性 を測定 し Table 4 - 2 に 示 し た ｡ 腎細胞 レ ベ ル で ､ 1m M の be statin は
DH P- Ⅰ活性 を約 10% 抑制 し , こ の 結果は
1 4c - N E M- S - Cys - Gly の 加水分
解が be statin に よ っ て も若 干抑制 さ れる事実 と 一 致する も の と 考え られる ｡
Tab le 4 - 2 Ef fe ct of cila stat in a nd be stat in o n t he
a ct ivi t ie s of D H P- r a nd Ap - ” in t he is olated r e n al c el ls
D臼P - I Ap - ”
Ad d l 亡土o n (n m ole/m 上n/mg pr otein) (n m ole/m上n/mg pr otein)
Non e
C土1a s亡at 土n
(0 . 1 m M)
Be s亡at 土n
(1 . 0 m M)
4｡ 35 (1 0 0｡ 0)
0 . 42 ( 9 . 7)
4. 0 4 ( 9 2. 9)
9 ｡ 4 4(1 0 0. 0)
8 . 8 2 ( 9 3. 4)
0｡ 9 9 ( 10 ｡ 5)
以上 の 結果 から , 単離腎細胞に お い て ,
1 4c - N E M- S - Cys - Glyの 加水 分
解は ApM では な くDHP - Ⅰが 主 に 関与 して い る事が 示 され た o
4 - 2 - 2 腎ホ モ ジ ネ ー ト に よ る代謝
〔材料 お よ び 方法〕
1 ､ 動物 お よ び試薬
ラ ッ トは S D 系 ､ 雄性 ､ 体重 200 - 2 505 の も の を用 い , 飼育条 件な ど峠1 -
1 - 1 に. 述 べ た o N E M- S - Cys - Glyの 合成法は 1 - 2 - 1 に 述 べ た . その他
の 試 薬は特級 を用い た ｡
2 , ホ モ ジ ネ - 卜 の 調製 と反応条件
腎 ホ モ ジ孝 一 ト の調製方法 は 3 - 1 - 1 に･ 述 べ た ｡ 反 応混液 と して ､ 0･ 5m M
Cystinyl - bis - Gly､ 0. 5 m M NE M - S - Cys - Gly､ また は50pM le ukotrie n e
D｡と50m M Tris - HC l緩衝液 (pH 7. 4) ､ さ ら に適 宜 1 m M の cila statinま た
は be statin を 混合 し､ 反 応は ホ モ ジ ネ ー トを添加する 事に よ っ て 開始 した n
反 応は37
oCで振 とう し なが ら行な い ､ 一 定時 間後 , 反応液 の 4倍量 の エ タ ノ ー
ル を添加 し ､ 反 応を停止 した o 遠心分離 (10, 000× 鼠 5 分) に より除蛋 白し ､
そ の 上清 中に 残 存する 基質量 を測定 した ｡ GD P A, S
- be nzy 卜 cystein e
- p -
nitr o a nilide ( SBCN) の 加 水 分解活性 は DHP - Ⅰ､ ApM 活性 の 測定 と同様 に 行
な い ､ 2 - 1 - 1 に 述 べ た ｡
3 , 分 析 方 法
Cystinyl - his - Gly, 1e ukotrie n e .D41の 定量 は 2 - 1 - 2 に述 べ た. N E M
- 75 -
- s - cys - Gly の 定 量 に つ い て は 2
- 2 - 2 に･述 べ た o 蛋白定 量 に つ い て は 2
- 1 - 2 に 述 べ た ｡
〔実 験 結 果〕.
腎 ホ モ ジ ネ ー ト に よる 各基質 の 加 水分解 に対 す る cila statin と be statin の
影響を Table 4 - 3 に 示 した ｡ D H P- Ⅰ お よ び ApM の 測定用 基 質 で あ る G D P A
お よび SBCN の 加 水 分 解 活性 は 1 m M cila statin に よ っ て 96. 5% およ び27. 3%
抑制 され , 1 m M be statin に よ っ て 31. 4 % お よ び 100. 0% それぞ れ抑制された｡
cystiny 卜 bis - Gly､ 1e ukotrie n eD4 および NEM
- S - Cyslユ1yの 加水分解活性
も ､ 1 m M cilastatin に. よ っ て 94. 0% ､ 95. 4% およ び88. 9 % 抑制 さ れ ､ また
1 m M be statin に よ っ て 2 6. 5 % , 32. 3 % お よび22. 5% 抑制さ れ た ｡ これ ら3 つ
の cysteinylglycin e
- S - 置換体 の 加水 分解 に対 する cila statin ､ be statinの
阻害 の 程 度は GD P Aの 加 水 分解 の それ に ほぼ 一 致 した ｡ こ れ ら の 結果は前章で
明 らか に した N E M- S - Cys
- Gly ばか り で なく , Cystinyl
- bis - Gly や
1e ukotrie n eD4 の 加 水 分解 に 関与 し て い る事が 示 さ れ た ｡
4 - 2 - 3 小 括
単離腎細胞 及 び 腎 ホ モ ジ ネ ー ト を用 い , 精製酵素 レ ベ ル よ り ､ i旦 吐!旦 に近
い 系 に お い て , グ ル タ チ オ ソ お よび そ申開 連化 合物 に 対 する DH P
- Ⅰ の 寄与を
検討 した結果 ､ 以 下 の 事が明 ら かと な っ た ｡ 即 ち
1 ､
14c - N E M- S I G は単 離腎細胞 と イ ン キ ュ ベ ー ト す ると速 や か に
14c -
･N E M- S- {y声
- Glyと
1 4c - N E M- S - Cys に 代謝 され た .
2 , こ の 反 応系 に D H P- Ⅰ活性 の 阻 害剤 で あ る cila statin を添加 する と ､
1 4
c
- N E M- S - G の 消失 速 度は 変 らな い が ､ 反 応液 中に
1 4c - NEM - S - Cys I
Glyが 蓄積 した ｡
3 ,
1 4c - N E M- S - Cys - Gly は単離 腎細胞 とイ ソ キ ュ ベ ー 卜す る と速 や か に
14
c I N E M- S - Cys, と
1 4c - N E M- S - N - a c etyl - Cys に 代謝 さ れ た o こ
の 反 応は cila statin に よ っ て 強く 抑制 さ れ た が ､ ApM 活性 の 阻 害 剤で あ る
be statin を添加 して も 強く 抑制 さ れ な か っ た ｡
4 ､ 腎 ホ モ ジ ネ ー ト に よ るGystinyl - bis - Gly､ 1e ukotrie n eD 4 お よ び
IN EM - S - Cys - Glyの 加 水分 解は cila statin に よ っ て 強く抑 制さ れ た . こ の
結果か ら ､ こ れ ら の 基 質が DH P - Ⅰ の 良い 基質 と な る事が 明 らか と な っ た ｡
- 76 -
■tn
lJ
rd
E
･ rl
亡
rd
寸
tH
0
∽
a)
JJ
Ld
己
C)
bヽ
0
∈
0
,q
rC
d)
rl
0
0
PJ
C)
,C
J.)
亡rl
g
･ r1
帆
ロ
冗)
q)
h
†8
【8
EI)
a
lc)
H
4)
>
¢
TC
･ r･1
l･ ･1
･ rl
仁
d
O
H
＋J
･
r1
仁
I
DJ
I
U
E]
･H
Q)
JJ
∽
h
D
I
rl
h
N
h f]
JJ ”
･ rl Jコ
> l
･
rl U)
ヰJ
U rロ
rt3 F:
d
∑:
l f<
h C)PIJ
JJ u)C)
･ rl Ed u
> 一口
･ rl ･ rl H
} JJ O
0 PILH
rd a)
CLl 帆
H ･ r,1 a)
I F: ･ rl
A 0J+
江コ ∈ ･ rl
l⊃ rd >
･ rl
h 一 斗J
O 0 U
tH 叫+ rd
bl
f:
I+
N
h
rl
0
h
rO
一
刀
a)
A
【+
′■■ ヽ
Tk
♯
*
ヽ
メ
求
●
記
E:
⊂〉
●
rJ
a)
Ll
¢
a
∽
h
0
JJ
･ r1
,Q
･
rl
,a
f]
･ r11
I:
JJ
O
J〕
LH
O
U) ” a)
a J JJ
0 rt5 d
･ rl LJ h
4J JJ JJ
a ”) U)
h ,Q A
JJ ゴ ロ
亡 ∽ tn
O
U ロ U
C: ･ r1 ･り
0 叫IH
U ･ rl ･ rl
O 0
C) a) a)
J] ロイ PJ
【+ ∽ ∽
′■ ■ ■ヽ ′ ー ′ - ～
Ik * .k
･ * ･■
♯
L 1 寸 rり ⊂)
■ ● l ･ ｡
＼♪ Tl 卜 ⊂〉
(JI ∩ N ⊂)
y1
寸 yI O ∩ u)く⊃
● ● ● ● ● ●
⊂〉 N O
■
l CO O ⊂)
＼♪ M ” ∩
くJI Ln N
▲ ● ●
くX) N 寸
CO NCO
⊂) OI Ln 寸
● ● ● ●
yl ⊂) Ol ⊂)
rl I- + yl I+
＋[＋r＋[＋I
O rrl CTI I+
● ● ● ●
tn (:O 卜 しD
＼凸 rl N N
rl ▼+
f= G 仁 g
･
rl ･ r･1 ･ r1 ･ rl
JJJJ ヰ+ F; JJ E]
rd ” rd ･ 'l rd ･ r-I
JJJJ ,り ++ JJJJ
tr)m o) rd LO n3
rd C) fd JJ a JJ
rl FQ rrl a) r+ ∽
･
r
11 V ･ rl Q) Q). r11 む
U IB G: U 内 f] U rq
O 0
＋ B ＋ ＋ 方 ＋ 十
V *
□ ザ
･
rl ポ
C) 0
＋I rd
一･ ー ∽ ･ r1
≡: h I+ 一 -
∈ u ･+ ≡:
] G ∈
LJl rJ rd
⊂) h OO
* ｡ N Ll A
七 ⊂) 仁 IP N
A: - O ･ rl ､ -
Eh 内 G
【⊃ l I
U ∽ PJ
F3
･J
JJ
rd
J+
切
a)
P]
＋
寸 M lニ∩
● ● ●
Ln ぐヾ 00
0＼ M ロ＼
” N COIJ
N ⊂⊃ ⊂> ⊂)
● ● ● ■
⊂) ⊂) 0 ⊂〉
＋J＋J＋1＋l
Ln rl1 寸 yl
～.D ⊂) 寸O
● ● ● ●
⊂〉 ⊂) ⊂〉 ⊂)
O Ln ∩
● ● ●
寸 u)▼･+
ロ＼ N ¢ヽ
IJ Ln (⊃ ＼エ)
● ● ● ●
Ln r叫IJI ∩
＋[＋I＋J＋J
Ln Ln l.∩ しD
● ● ■ ●
▼･ + N ⊂⊃ M
勺 I ry7
F! 亡F: f] 仁 F: 亡
･ rl ･ r1 ･ r1 ･ rl . rl . r1 ･ r11
JJ 仁 JJ l+ ヰJ F: .り JJ JJ
d ･ rl td n3 Ed . rl rd ” Td
.U ヰJJJ JJ JJ JJ JJ JJ ･り
u) Ed ∽ の ∽ d tr)U) tD
rd ＋J Ed a) n3 小 r6 V d
rl tDr+ 内 rl U)lづ の rl
U ･ rl O ･ rl U ･ r,i C) . rl U ･ rl
仁 U Fq U tB G U (q U Lb G U
0 0 0
:石 ＋ ＋ ＋ :石 ＋ ＋ ＋ E5 ＋
h
rl
U 一- -
I =
∽ E
h
U u｢
l ･
∽ ⊂)
l ー
∑
Fq
2:
77
d
●
仁⊃
′ ー
O ∑:
仁 E:
a
･
rl N
H o
JJ '
○ く⊃
,ii ､ ･ ー
ロ
a)
tJ
”
rrl
U
l
tJ)
･ r1 ′ ー
, Q =
l E
rJ
h LJ1
仁 ･
･ rl O
J+ I - ･
∽
h
U
G
O
･ rl
･り
･ r1
,Q
･ rl
I:
仁
･ rl
tH
O
dP
′
■ ■ ヽ
□
Q) ･ rl
JJ a)
rd .”
H 0
H
bl P+
仁
･ rl bl
∽ E
h ヽ ヽ
rJ f]
0 ･J
り E
rt3 ヽ ヽ
h rJ
Eq 0
∈
G
ヽ■ ■■■ ■
♯
H
O
JJ
･ rl
.q
･rl
.亡
F:
H
a)
JJ
rd
H
JJ
tJ)
.Q
5
U)
帆
5
0
･ rl
h
EO
>
しH
0
ロ】
･ rl
帆
h
rl
0
Ll
rO
h
Jコ
C)
,C]
JJ
亡
0
F:
･ †+
〟
a
〟
∽
a)
,Q
∽
rU V
F: ヰJ
rd rd
G
F: a)
･ r1 日l
JJ O
LC ∈
.り O
”) A
res
rJ rJ
･ r1 a
U F:
V
I山 一
O
q)
JJ I:
U J)
¢
t4-1 h
しH .q
”
tl)
:名
義竜
第 三章 考 察
グ ル タ チ オ ソ お よ び そ の抱 合体 を代謝 す る臓器 と して 腎 が重要 で ある事 は ､
グ ル タ チ オ ン 代謝 の 初 発酵素 で ある r
- G T の活性 が 腎 で最 も高 いα心事 か らも
理 解 出来 る ｡ しか し ､ そ の腎 に お い て も ､ 一 連 の グ ル タ チ オ ソ 代謝 を考 える時 ､
r
- GT に より生成した Cys - Gly体 の 加 水 分解 を触媒 する酵素 が作用 しな けれ ば
こ の代謝 ほ進行 しな い ｡ 精製 D HP - Ⅰ が Cys - G ly結 合 の 加 水分解 を触媒 する
事 を 第二 編 に お い て 明 ら か に し , さ らに D H P- Ⅰ 活性 が , r - GT活性同様腎に 高
い 事も第 三 編 で 明 らか に し た ｡ そ こ で , 実際 に腎 に お い て D H P- Ⅰ が グ ル タ チ
オ ソ 代謝 に 寄与 し得る か否 か を 明 らか に する為 に は ､ こ の酵素 の 局在部位 ､ ま
た こ の 酵素活性 を阻害 した時 しつ グ ル タ チ オ ソ 関連化 合物 の代謝動態 を知 る必 要
が ある ｡
D H P- Ⅰ は ､ 免疫組織 化学 的手法 お よ び生 化 学的手法 に よ り ､ 酵素葺 白 と し
て も ､ ま たそ の 酵素活 性 と して も近位尿細管刷子 縁膜 お よび基底膜 に 存在 する
事 が明 ら かと な っ た ｡ 刷子縁膜 上 で の 局在 に 関 し て は ､ W elch
(83)
らに よ っ て 同
様 な活性分布 を示 す 事 が ブタ 腎 を用 い た実験 で も明 ら か に されて い る ｡ こ の様
に D H P- Ⅰ が刷子縁 膜 上 に存 在 する事 ､ および r
.
- GTも こ の 膜上 むこ極 め て 高密度
に 存在 する 事に よ っ て ､ グ ル タ チ オ ン代謝 に おけ る連続的 な触媒 反応 を可 能に
して い るもの と思 わ れ る ｡
sp at｡J78)らは最近 ､ 免疫組織 化学的 手法 を用 い て ､ ㍗ - GTの腎に おける局在
を 新 た に 検 討 し た と こ ろ ､ 基底膜 上 に も血 液 中 の グ ル タ チ オ ソを加 水分解 す
るの に充分量 のr - G T が存在する事を明らか に した ｡ 著者 が見出 した D H P- Ⅰ が
基 底膜 上 に 存在 する と い う知 見 と Spate r ら の結 果 か ら ､ 刷子縁膜 上 と 同様
r
- GTとD.H P
- Ⅰ が連続 して グ ル タ チ オ ソ代謝 に寄与 し て い る可 能性 が示 され た｡
D H P- I が グ ル タ チ オ ソ お よ び その 抱 合体 の代謝 に深 く 関わ っ て い る事 は精
製酵 素 で の基質特異 性 の 検討結果 か らも 明らかで ある ｡ しか し､よりim viv o に
近 い 状態 で D H P- Ⅰ の 働 き を 確 認 す る た め に 単聯腎細胞 や腎 ホ モ ジ ネ - 卜 に
用 い た検討 は貢 費 で あ る ｡
単離 腎細胞 忙 よる
14c - N E M- S - Gの 代謝 に お い て ､ D H P- Ⅰ 活性 を
cila statin で阻害すると ､ 反応液中に 14c - N E M- S - Cys - Gly が著 しく蓄積 し
た o こ の 結果 は実際 の 腎 に お い て ､ D H P- I が グ ル タ チ オ ソ 抱合体 の 第二 ス テ
ッ プ ､ 即 ちCys - G ly の 加 水分解 に 充分 な役割 を'果 して い る事を示 し て い る ｡
さ らに 同様 に 単離 腎細胞 を用 い , こ の 代謝中 間体 で あ る
14c - N E M- S - C ys -
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Glyを基質 と した場 合 も cila statin 添加 に よ りCys - Gly結合 の 開裂 は 明 ら
か に 抑制 され た ｡ 一 方 ､ こ の 反 応系 に A p M 活性 の 阻 害剤 で ある be statin を
添加 して もCys - G ly結 合の 開裂 がわ ずか に抑制 さ れ た の み で あ っ た事 ､ ま た
単離 腎細胞 レ ベ ル に お い て be statin に よ る非特異的 な D H P- Ⅰ 活性 の阻 害 が
観察 され た事 な どか ら , Ap M の こ の 加 水分解 - の 寄与 が少 ない 事 を示 して い
る o さ らに 腎 ホ モ ジ ネ ー ト で の 実験結果 か ら考 え る と D H P- Ⅰ はNE M- S - Cys
- Gly ば か りで なく Cystinyl- his - Glyや 1e ukotrie n eD4 などのCys - Gly
結 合 の 加 水分解むこも充分 寄与 して い る事 を示 唆 して い る ｡
と こ ろ で グ ル タ チ オ ソ 代謝 に お け る A p M 活性 に つ い て は DH P- Ⅰ 同様 ､ そ
の 第二 段階 に 関与 する と い う報告 が ある .
(27)(28)さ らに ､ 第二 編ま た本 編 で も述
べ た様 に ､ G S S G､ グ ル タ チ オ ソ 抱 合体 の代謝 中間 体 (Cystiny 卜bis - Gly
や Cys - Gly - S 一 置換体) に対 して は そ の加 水 分解 は D H P- Ⅰ むこ よる 事を示 し
た が , D H P- I が還元 剤 に よ り阻 害 され る (第二編) 性質を考慮 する と ､ 仮 に
Cys - Gly が腎 の 細胞 外 に わ ずかケこ存在 した ら (第二 編 , 第四章参照) ､ 腎 に
大量 に 存在 する A p M が ､ 低 い 活性 な が ら加 水分解 する可 能性 が考 え られる ｡
従来 ､ 腎 で の グ ル タ チオ ソ お よび そ の 抱合体 の 代謝 は ､ 血 液中 か ら糸球体漉
過された後､ 近位尿細管刷 子 縁 膜 に 存在するr - GTに よ っ て 開始されると考えられ て
い る ｡ 一 方 ､ 最近 Ino u eb
(46)
は血 液 中の グ ル タ チ オ ソ の ほ と ん どは傍尿 細管空
間 (血 管 内) で 代謝 さ れ る と報告 して お り , 既 に述 べ た Spate r
(78)ら の r - GT の
局在 に 関する結果と 合わせ て 考 え る と基底膜上 で の グ ル タ チ オ ソ代謝 の重要性
を考慮 しな け れば な らな い ｡
本研 究の 結果 よ り , 腎 に お け る DHP - Ⅰ の 役割 を中心 に グ ル タ チ オ ン およ び
そ の 抱 合体 わ主 たる代謝経路 ほ Fig･ 4
- 8 に ま と める 事が出来 る . 即 ち､ 血
液 中 の グ ル タ チ オ ソ抱 合体 に つ い て は従来報告 され て い る様 に糸球体嬉過後 ､
近 位尿 細 管刷 子縁 膜上で ､ 先ず r- GTに より グ ル タ ミ ソ酸 を遊離 し ､ Cys - Gly
抱 合体 を生成 する ｡ こ れは 次 に 同時 に 存在す る DHP - Ⅰ に よ り加 水分解 され ､
グリ シ ン とCys 抱合 体を生成 する ｡ こ れ ら はい ずれも再 吸 収 され ､ Cys 抱 合体
は腎細 胞 内 で N - ア セ チ ル化 さ れ る か ､ ま た は血液 を経 由 して肝 に も どり N -
ア セ チ ル 化 さ れる ｡ こ う して 生 成 され た N - A c - Cys 抱 合体 (メ ルカ プツ ル酸)
は 尿 中に 排他 さ れ る ｡ 一 方 ､ 血液 中 の グ ル タ チ オ ン に つ い て ほ , そ の 多くは糸
球 体液過 され ず , 傍尿細管 の 血 管に 達 し , 既 に 自動 酸化 さ れ たも の ､ また還 元
型 の もの は基底膜 に多量 に 存在 す る glutathion e o xi dase に よ り酸化塾むこ変
換 し ､ い ずれ も､ r - GT, D H P- Ⅰ に よ り代謝 さ れる ｡ こ こ で 生 成 した各 ア ミ ノ
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酸 (cystin eも含 む) は血液 中に 存在 し ､ 肝 な どの 細胞 に 取 り込 ま れ る と考 え
ら れる ｡
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F ig . 4 - 8 Role of D H P- I in t he k i dn ey
グ ル タ チ オ ン は頼化的 ス ト レ ス の 除去 を始 め抱 合体形 成 に よる薬物 の 解 毒 な
ど牡 世 的 に棟 め て 重安 な物質 で ある事 は 明 らか で ある ｡ 本 研究 に お い て ､ D H P
- Ⅰ が こ の グ ル タ チ オ ソ ( およ びそ の抱 合体)の 代謝に r - GTと共 に 重要 な役 割
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を果 して い る 事 を明 ら か に し た ｡ さ ら に こ の 事は D H P- Ⅰ が細胞 の機 能の 維持
に と っ て も重要 で ある事 を示 唆 して い る o 今後 ､ iB hd におい て ､ 腎ばか り
で なく他 の臓器 に おけ る DH P- Ⅰ の働 きを明 ら か に する事は 有意義 な事 で ある
と思 わ れる ｡
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総 括
本 研 究 に お い て ､ 著 者は グ ル タ チ オ ン お よ びそ の 抱 合体 の 代謝 の う ち現在 ま
で 明 らか に さ れて い な い 部分 に つ い て解 明 する事 を試 み た ｡ 特 に そ れ らの 代
_
(守)_. (
二
の 初期 , 即 ち ､ グ ル タ チ オ ソ 体 (r - Glu - Cy昌 - Gly)か ら シ ス テイ ソ体 (CyS
)
)
ま で の 加 水分解 過程 に 注 目 し ､
1. こ の 反応 の 場 と して 従来 腎ば か り が考 え られ て き た が , 腎以 外の 寄与 は ど
うか ?
2. こ の 反応過程 に お ける 第二 段階 の 反 応 , 即 ち Cys - Gly 結 合 の加 水 分解 を
触媒 する酵素 に つ い て , そ の 性質 ､ 局 在 ､ 分 布 は ど う か ?
に 関 し て 検討 を加 え た ｡ 第 一 偏 に お い て は腎 お よ び腎以外 でb)グ ル タ チ オ ン抱
合体 の 代謝 ､ 節二 編 で は グ ル タ チ オ ン 代謝 の 第ニ ス テ ッ プ の 加 水分解 を触媒 す
る DHP - Ⅰ の 腎 と肺 か ら の 精製 と性質 ､ 第三編 で は グ ル タ チ オ ソ 関連酵素 の 種
寡 , 性差 ､ 臓 器 分布 ､ さ ら に 第四編 で は腎細胞 や 腎 ホ モ ジ ネ ー トを用 い ､
in viv oに 近 い形 で DHP - Ⅰ の グ ル タ チ オ ソ お よ び そ の 抱合体 代謝 - の 寄 与に つ
い て 検討 し以 下の 結 果を 得 た ｡
1. グ ル タ チ オ ソ 抱合体 の 代謝 を単離 腎細胞 系 , 摘 出 腎濯流 系 で 再 現 し た ｡ こ
の 一 連 の 代謝 は r - GT 阻 害剤 で あ る a nthglu tin に よ っ て 可逆 的 に抑制 さ れ
た ｡
2. 両 腎摘 出 ラ ッ トに お い て も血 液 中 に投与 さ れた グ ル タ チ オ ン 抱合体は 代謝
され た ｡ in vitro, in situ の 濯流実験 か ら ､ こ の 代謝 に は肝 が関与 して
い る事 が示 さ れ た ｡
3. 血 奨 中 に rイ;Tに よるtr a n spepti dation を促進 する物質 と ､ Cys - Gly結
合 を加 水分解 する酵 素 が存在 した ｡
4. D H P- Ⅰ を腎 と肺 か ら高純 度 ､ 高収率 で精 製 した . 両 精製酵素共 ､ グ ル タ
チ オ ソ 抱合体 や酸化 型 グ ル タ チ オ ソ の Cys - Gly 体 に 対 し高 い 加 水 分 解活性
を有す るば か り で なく ､ 1e ukotrie n eD4 に 対 し て 加 水分解癌性 を有 して い
た ｡
5･ 両精製酵素0)障素化学的性質は類似し､ 免疫学 的に も同 一 の 蛋白 で あ る事 が 分
っ た ｡
6. 数種 の 動物に お い て ､ 腎 r - GT活性 に 種差 は ある も の の ､ グ ル タ チ オ ソ 代謝
に 関 する 限 りそ の 活性 は 充分量 ある事 が分 っ た ｡ 腎 D H P- Ⅰ に つ い て は種差
は小さ く , ま た両 酵素共 性 差 は ほ と ん ど観察 さ れ な か っ た ｡
7, グ ル タ チ オ ン関連酵素 の臓器 分 布 に関 して は い づ れ も腎 で 高 い病 性 を示 し
た が ､ D H P- Ⅰ 活性 の み が肺 で非常 に 高か っ た ｡
- 8
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8. 免疫組織学 的手 法 ､ およ び生 化 学 的 手法 に よ り D H P- Ⅰ は腎 に おい て ､ 近
位尿細 管刷子 縁膜 お よび基底膜上 に局 在する事 が分 っ た ｡
9. 単離腎細胞 ､ 腎 ホ モ ジ ネ ー トと D H P- I の 樽異的阻害剤 を用 い て ､ 腎 に お
け る D HP - Ⅰ の 寄与 を検 討 した と こ ろ ､ グ ル タ チ オ ン お よ びそ の 抱合体 の代
謝 の 第二 段階 (Cys - Gly結 合 の 開裂) に DHP - Ⅰ が大 きく寄与 し て い る事
が明 らか と な っ た ｡
以上 の 結果か ら ､ 著 者 は グ ル タ チ オ ソ 代謝 お よ び D H P- Ⅰ の 生理 的役割 に つ
い て 次 の 結論 を 得た ｡
血 液 中 の グル タ チ オ ン お よび そ の抱 合体 は従来腎 の み で 代謝 される と考 え ら
れて きた が , 腎以 外 ､ 特 に 肝 に お い て そ の血 管内 を通 過す る短 時間 に 代謝.され
うる事 が分 っ た ｡ しかし , rTGT括性 の臓器 分布が 示 す様 に 腎 の 寄与 は大きく ､
腎 が グ ル タ チ オ ソ 代謝 の 主 要臓 器で
■
ぁると考え られ る o 腎に お け る グ ル タ チ オ ソ
■
お よび その抱 合体 の 代謝 に つ い て は ､ 第四 顧 の 考察 で詳述 した様 に 近位尿細管
刷子縁 膜 お よび基底膜上 に 共 存する r
- GTとD日P - Ⅰに よ っ て 効率 よく構成 ア ミ
ノ酸(抱合体 の場 合 は Cy s
- Ⅹ を含 む) に分解 され ると 考
'k られる o ま た腎 に お
ける 基底膜上 で の 代謝 や肝 で の代謝 は共 に血 液 中 で の 反 応 で あ り ､ 血奨中に は
r
-
TGT の tr a n speptidatio nを促進 する物質(㍗
-
gluta myl基転位 の 受廟体 と な
る ア ミ ノ酸 な ど) や DH P- Ⅰ 活性 が存在する事 も明 らかと な っ た ｡
グ ル タ チ オ ソ は肝 を始 め と する い ろ い ろな臓器 の 細胞 か ら放出さ れ る が ､
■
こ
の ままの トリ ペ プ チ ド構造 で は細胞むこ再 び取 り込 む事は 出来 な い o こ れを再 利
用 す るた め に は ､ 3 つ の構成 ア ミ ノ酸むこま で加 水分解 し ､ ア ミ ノ酸 の取 り込 み
系 に よ っ て 細胞内 に 再取 り込 み する必 要 がある o グ ル タ チ オ ソ代謝 は こ の ア
ミ
ノ酸 (療に シ ス テ イ ソ) の 再利用むこは重要 な倣構 で あり ､ こ の
一 連 の反 応 の う
ち ､ Cys - Gly 結合 の 加 水分解 を触媒 し て い る D H P
- Ⅰ の役割 は大きい o 一 方 ､
グ ル タ チ オ ソ 抱 合体 は異物 ･ 薬物 の 解毒反応 の
一 つ と して 抱合体を形成 した後 ､
そ の ま ま の形 で は体外 に排 推 されず ､ グ ル タ チ オ ソ同様 , Cy s
- Ⅹ 体 ま で加 水
分解 さ れ た後 ､ 細 胞 内 に 取 り込 ま れ ､ N
- ア セ チ ル 化 (メ ル カ プ ツ ル酸) さ れ
て 排 推さ れる ｡ こ の グ ル タ チ オ ソ 抱合 の解 毒 ､ 代謝 ､ 排壮の
一 連 の 反応 紅 お い
て もCy s - Ⅹ 体 の 生 成を触媒 する D H P
- Ⅰ の 役割 は重要 で ある o さ らに 肺 で の
DHP - Ⅰ が生理 活性 の非常 に 強い 1e ukotrie n eD 4 を活性 の弱 い E 4
へ 変換 す
る寮 も 明 ら か に な り ､ DHP - I が Cy s
- Gly 結 合の 加東分解 活性 を介 し て ､ グ
ル タ チ オ ソ の 再 利用 ､ 異 物 ｡ 薬物 の 解 毒 ､ 排 他 ､ ま た生理 痛性 物質 の 制御 に関
与 して い る事 が 明 らかと な っ た ｡
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